PATENT COOPERATION TREATY 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF THE RECORDING 
OF A CHANGE 

(PCT Rule 92bis.1 and 
Administrative Instructions, Section 422) 


To: 

SONN, Helmut 
Riemergasse 14 

AUTRICHE 


Dafp nf ma ill nn /rJav/mnnth/v/Aarl 
•*oic ui iiiaiimy \\iayt r iiU(Hil/yt?cl> f 

22 July 1999 (22.07.99) 


Applicant's or agent's file reference 

R 33814 


IMPORTANT NOTIFICATION 


International application No. 
PCT/AT98/00043 


International filing date (day/month/year) 

27 February 1998 (27.02.98) 



1. The following indications appeared on record concerning: 

X the applicant X the inventor | | the agent £ ] the common representative 


Name and Address 

FISCHER, Bernhard 
Wilheminenstrasse 95/C/17 
A-1160 Wien 
Austria 


State of Nationality 
DE 


State of Residence 
AT 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


2. The international Bureau hereby notifies the applicant that the following 
| | the person | | the name X the address £ 


change has been recorded concerning: 
[ the nationality | | the residence 


Name and Address 

FISCHER, Bernhard 
Wilhelminenstrasse 35/C/17 
A-1160 Wien 
Austria 


State of Nationality 
DE 


State of Residence 
AT 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


3. Further observations, if necessary: 




4. A copy of this notification has been sent to: 
| X | the receiving Office | | the designated Offices concerned 
| | the International Searching Authority | X| the elected Offices concerned 
| | the International Preliminary Examining Authority [ | other: 



The International Bureau of W1PO 


Authorized officer 


34, chemin d s Colombettes 


Jocelyne Rey-Millet 


121 1 Geneva 20, Switzerland 


Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 


Form PCT/IB/306 (March 1994) 


002748639 



LATENT COOPERATION TR TY 

From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 

(PCT Rule 61.2) 



To: 



United States Patent and Trademark 

Office 

(Box PCT) 

Crystal Plaza 2 

Washington, DC 20231 

ETATS-UNIS D'AMERIQUE 



Date of mailing (day/month/year) 

09 October 1998 (09.10.98) 


in its capacity as elected Office 




International application No. 
PCT/AT98/00043 


Applicant's or agent's file reference 
R 33814 


International filing date (day/month/year) 
27 February 1998 (27.02.98) 


Priority date (day/month/year) 

27 February 1997 (27.02.97) 


Applicant 

MITTERER, Artur et al 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

| X | in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 

19 September 1998 (19.09.98) 



| | in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election | X | 

□ 



was 



was not 



made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 



The International Bureau of WIPO 


Authorized officer 






34, chemin des Colombettes 


Joceiyne Rey-Millet 




1211 Geneva 20, Switzerland 




Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41 -22) 338.83.38 




Form PCT/IB/331 (July 1992) 




2276524 



PATENT COOPERATION TRcATY 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF THE RECORDING 
OF A CHANGE 

(PCT Rule 92bis.1 and 
Administrative Instructions, Section 422) 


To: 

SONN, Helmut 
Riemergasse 14 
A-1010 Wien 
AUTRICHE 


uaie ot mailing laay/montn/yearj 
22 June 1999 (22.06.99) 


Applicant's or agent's file reference 
R 33814 


IMPORTANT NOTIFICATION 


International application No. 
PCT/AT95700043 


International filing date (day/month/year) 
27 February 1998 (27.02.98) 



1. The following indications appeared on record concerning: 

X the applicant Q(] the inventor the agent Q^j the common representative 


Name and Address 

FISCHER, Bernhard 
Jagerhausgasse 14/11 
A- 11 20 Wien 
Austria 


State of Nationality 
DE 


State of Residence 
AT 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning: 
| | the person [^] the name X the address the nationality the residence 


Name and Address 

FISCHER, Bernhard 
Wilheminenstrasse 95/C/17 
A-1 160 Wien 
Austria 


State of Nationality 
DE 


State of Residence 
AT 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


3. Further observations, if necessary: 


4. A copy of this notification has been sent to: 

p<l the receiving Office Q the designated Offices concerned 
[ | the International Searching Authority Q(j the elected Offices concerned 
| [ the International Preliminary Examining Authority | | other: 



The International Bureau f WIPO 


Authorized officer 


34, chernin des Colombettes 


Yolaine CUSSAC 


1211 Geneva 20, Switzerland 


Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/306 (March 1994) 002686043 



PATENT COOPERATION TRL^fY 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF THE RECORDING 
OF A CHANGE 

(PCT Rule 92bis 1 and 
Administrative Instructions, Section 422) 


To: 

SONN, Helmut 
Riemergasse 14 
A-1010 Wien 
AUTRICHE 


Date of mailing (day/month/year) 
26 July 1999 (26.07.99) 


Applicant's or agent's file reference 
R 33814 


IMPORTANT NOTIFICATION 


International application No. 
PCT/AT98/00043 


International filing date (day/month/year) 
27 February 1998 (27.02.98) 



1. The following indications appeared on record concerning: 

X the applicant | | the inventor | | the agent | | the common representative 


Name and Address 

IMMUNO AKTIENGESELLSCHAFT 
Industriestrasse 67 
A-1221 Wien 
Austria 


State of Nationality 
AT 


State of Residence 
AT 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning: 
| | the person X the name | | the address | | the nationality | | the residence 


Name and Address 

BAXTER AKTIENGESELLSCHAFT 
Industriestrasse 67 
A-1221 Wien 
Austria 


State of Nationality 
AT 


State of Residence 
AT 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


3. Further observations, if necessary: 




4. A copy of this notification has been sent to: 

fx] the receiving Office the designated Offices concerned 
| | the International Searching Authority £x] the elected Offices concerned 
| | th International Preliminary Examining Authority | | other: 





Authorized officer 


The International Bureau of WIPO 


34, chemin des Colombettes 


Jocelyne Rey-Millet 


121 1 Geneva 20, Switzerland 


Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/306 (March 1 994) 002752348 



VERTF^f UBER DIE INTERNATIONALE 
AUF DEM GEBIET DES PATEN 



# 

itWe 



AMMENARBEIT 
ESENS 



PCT 



REC'D 0 3 JUL 19S8 

INTERNATIONAL^ RECHERCHENBERlCHT 



(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



WIPO 



PCT 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
R 33814 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/ AT 98/00043 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

27/02/1998 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

27/02/1997 


Anmelder 

IMMUNO AKTIENGESELLSCHAFT et al . 



Dieser Internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemafB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 



Dieser internationale Recherchenbericht umfaGt insgesamt _3 



. Blatter. 



|~X] Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1. Bestimmte Anspriiche haben sich als nichtrecherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

2. Q Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung(siehe Feld II). 

3. Q In der internationalen Anmeldung ist ein Protokoli einer Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz offenbart; die internationale 

Recherche wurde auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt, 

| | das zusammen mit der internationalen Anmeldung eingereicht wurde. 

| | das vom Anmelder getrennt von der internationalen Anmeldung vorgelegt wurde, 

| | dem jedoch keine Erklarung beigefugt war, daG der Inhalt des Protokolls nicht uber den 

Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung in der eingereichten Fassung hinausgeht. 

| | das von der Internationalen Recherchenbehorde in die ordnungsgemafce Form ubertragen wurde. 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

|~X~| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt. 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

|~X~| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

| | wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der Feld III angegebenen Fassung von dieser Behorde 

festgesetzt. Der Anmelder kann der Internationalen Recherchenbehorde innerhalb eines Monats nach 
dem Datum der Absendung dieses internationalen Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: 

Abb. Nr. Q wie vom Anmelder vorgeschlagen [^] keine der Abb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. i 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1992) 



INTERNATIONoV^R RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzetchen 

PCT/AT 98/00043 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 C07K14/755 A61K38/37 



Nach der Internationalen Patent ktassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und derlPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff {Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 6 C07K A61K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff ge ho re nde Veroffentlichungen, soweit dieseunter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



EP 0 600 480 A (SCLAVO SPA ; AIMA DERIVATI 
SPA (IT)) 8.Juni 1994 
siehe Anspriiche; Bei spiel 

WO 93 15199 A (RHONE P0ULENC R0RER SA) 
5. August 1993 

siehe Anspriiche; Beispiel 7 

W0 91 13093 A (BIO TECHNOLOGY GENERAL 
CORP) 5. September 1991 
siehe Anspruche; Beispiel 4 

EP 0 295 645 A (ZYMOGENETICS INC) 
21.Dezember 1988 

siehe Seite 5, Zeile 49 - Seite 6, Zeile 
3; Anspriiche 10-13; Beispiel 5 

-/- 



1,5,6, 
8-17 



1,9 



1,9 



1,9,10, 
13-16 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzungvon Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



3 Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

l A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand derTechnik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 



"E" 



alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 



"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Ver6ffentlichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 

"P" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



"T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kolfidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erf inderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung miteiner oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

"&" Veroffentlichung, die Mitglied derse I ben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



24.Juni 1998 



Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 



03/07/1998 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevoilmachtigter Bediensteter 



Fuhr, C 



Formblatt PCTYISA/210 (BJatt2) (Juli 1992) 
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INTERNATIONALE R RECHERCHENBERICHT 



• 



nternationales Aktenzeichen 

^PCT/AT 98/00043 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



p,x 



WO 97 34930 A ( IMMUNO AG ; FISCHER BERNHARD 
(AT); MITTERER ARTUR (AT); DORNER FRIE) 
25. September 1997 
siehe Anspruche; Beispiele 

WO 97 39033 A (IMMUNO AG ;SCHOENH0FER 
WOLFGANG (AT); EIBL J0HANN (AT); WEBER 
ALFR) 23.0ktober 1997 
siehe Anspruche; Beispiele 



1,9-16 



1,9-16 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Btatt 2) (Juli 1992) 



Seite 2 von 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

^^B/ormation on patent family members 



.International Application No 



PCT/AT 98/00043 



Patent document 
cited in search report 


Publication 
date 


Patent family 
member(s) 


Publication 
date 


EP 0600480 A 


08-06-1994 


TT 
1 1 


IC.DOOCL. 


D 

D 


12-1 ?-1 QQR 


WO 9315199 A 


05-08-1993 


FR 


2686899 


A 


06-08-1993 






EP 


0624195 


A 


17-11-1994 






FI 


943563 


A 


29-07-1994 






JP 


7503368 


T 


13-04-1995 



WO 9113093 A 05-09-1991 AU 645077 B 06-01-1994 

AU 7496491 A 18-09-1991 

CA 2077446 A 03-09-1991 

EP 0517826 A 16-12-1992 

FI 923935 A 02-09-1992 



EP 


0295645 


A 


21- 


-12- 


-1988 


US 
DK 
JP 


5200510 
331488 
1100196 


A 
A 
A 


06-04-1993 

17- 12-1988 

18- 04-1989 


WO 


9734930 


A 


25- 


-09- 


1997 


AT 
AT 


403764 
49496 


B 
A 


25-05-1998 
15-10-1997 


WO 


9739033 


A 


23- 


-10- 


1997 


AT 
AT 


403765 
66796 


B 
A 


25-05-1998 
15-10-1997 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 
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PATENT COOPERATION T^\TY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



i 

O 



Applicant's or agent's file reference 
R 33814 


FOR ftfrthfr ArTiniv See Notification of Transmittal of International 
ruKruKiMLK 1 luss Preliminary Examination Report (Form PCT/1PEA/416) 


International application No. 

PCT/AT98/00043 


International filing date {day/montli/year) 
27 February 1998 (27.02.1998) 


Priority date {day/ month/year) 
27 February 1997 (27.02.1997) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C07K 14/755, A61K 38/37 


Applicant 

BAXTER AKTIENGESELLSCHAFT 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



sheets, including this cover sheet. 



*C7\ This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
^ been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70. 16 and Section 607 of the Administrative instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 


El 


VI 




VII 


□ 


VIII 


1*1 



Date of submission of the demand 

19 September 1998 (19.09.1998) 


Date of completion of this report 

28 May 1999 (28.05.1999) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
European Patent Office 
D-80298 Munich, Germany 

Facsimile No. 49-89-2399-4465 


Authorized officer 
Telephone No. 49-89-2399-0 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/AT98/00043 



I. Basis of the report 



I. This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 1 4 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

| | the international application as originally filed. 

the description, pages MS , as originally filed, 

pages filed with the demand, 

pages , filed with the letter of , 

, filed with the letter of ^ 



^| the cl aims. 



pages 

Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-16 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

filed with the demand, 
filed with the letter of 
filed with the letter of 



17 September 1998 (17.09.1998) 



^ the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/2,2/2 



as originally filed, 
filed with the demand, 
filed with the letter of 
filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

1 1 the description, pages 

| | the claims, 



Nos. 



| | the drawings, sheets/fig 



3. I I This re P ort na s been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
— 1 to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 



Form PCT/IPE A/409 (Box I) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/AT 98/00043 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-16 



1-16 



1-16 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 



The object of the present invention is (see in particular 
the description, page 3 paragraphs 2-5) to make available 
a method and the resulting factor VIII/vWF complex with an 
improved specific activity and stability. This object was 
achieved by means of a method characterized by a cation- 
exchanger and gradual elution. In order to improve the 
specific activity, vWF multimers of low molecular weight 
should be separated when obtaining the complex; the 
complexes resulting from this process are characterized by 
their structure, which is formed with vWF multimers of 
predominantly high molecular weight, and the effect of 
increased specific vWF activity, which results therefrom. 
Furthermore, contaminating substances, which are normally 
contained in plasma fractions, are removed during this 
process . 

With respect to the prior art, the subject matter of 
Claims 1-16 is recognized as being novel and involving an 
inventive step (PCT Article 33(2) and (3), PCT Rule 64.1 
and 65) . The present method and product, characterized by 
the cation-exchanger, gradual elution, and vWF multimers 
of high molecular weight, are not anticipated by the prior 
art and are not obvious to a person skilled in the art. 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



r 



INTERNATIONAL 



IMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/AT 98/00043 



This report is based on the assumption that all claims 
enjoy the priority of the filing date of the priority 
document: in this case, WO 97/34930 and WO 97/39033, 
referred to in the international search report as P,X 
documents, do not belong to the prior art (also see 
Section VI) . 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



ft^^^nternational application No. 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT ^p CT / AT 



31 



98/00043 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: VI 



WO 97/34930 and WO 97/39033 are referred to according to 
PCT Rule 70.10. 



Form PCT/LPE A/409 (Supplemental Box) (January 1994) 



1 



INTERNATIONAL P 




IMINARY EXAMINATION REPORT 




Hernational application No. 
PCT/AT 98/00043 



VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 



The phrases used in the independent claims, "especially" 
and "essentially free of" leave the reader uncertain as to 
meaning of the indicated technical features concerned. 
Therefore, these claims do not set out with sufficient 
clarity the subject matter for which protection is sought 
as well as the delimitation of the invention over prior 
art (PCT Article 6 and PCT Rule 6.3). 

The document cited in the search report, EP-A-0 295 645, 
which provides the relevant prior art, has not been 
indicated in the description (PCT Rule 5.1(a) (ii) ) . 



Form PCT/IPEA/409 (Box VIII) (January 1994) 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 




PCT 

IWIPO P CT 
INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
R 33814 


siehe Mitteilung uber die Obersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/AT98/00043 


I nternationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
27/02/1998 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
27/02/1997 


Internationale Patentklassification (IPK) Oder r 
C07K1 4/755 


rationale Klassifikation und tPK 


Anmelder 

IMMUNO AKTIENGESELLSCHAFT et al. 



1 . Dieser internationale vorlauf ige Prufungsbericht wurde von der mit der international vorlaufigen PrQfung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

H AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70,16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 3 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I SI Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

III □ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV □ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V S BegrQndete Feststeliung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 

gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststeliung 

VI S Bestimmte angefOhrte Unterlagen 

VII □ Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

VIII H Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
19/09/1998 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

2 a 05. 99 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

^ Europaisches Patentamt 
/tin D-80298 Munchen 

C^' Tel. (^49-89) 2399-0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: (+49-89) 2399-4465 


Bevollmachtigter Bediensteter ^jj^SisS^N. 

( J) » 

Halle, F \fc jg/' // 

Tel. Nr. (+49-89) 2399 8537 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/AT98/00043 



I. Grundlage d s Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikei 14 hin vorgelegt wurden, getten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" undsind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthaiten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1-18 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-16 eingegangen am 19/09/1998 mit Schreiben vom 17/09/1998 

Zeichnungen, Blatter: 

1/2,2/2 ursprungliche Fassung 

2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 

4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

V. Begrundete Feststellung nach Artikei 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und d r 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-16 

Nein: Anspruche 

Erf inderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-16 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruch 1-16 

Nein: Anspruche 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 1 ) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/AT98/00043 



2. Unterlagen unci Eridarungen 
siehe Beiblatt 

VI. Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

1 . Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 
und / oder 

2. Nicht-schriftliche Offenbarungen (Regel 70.9) 
siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 

siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder I- VIII, Blatt2) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/AT98/00043 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt V 

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde (siehe insbesondere 
Beschreibung, Seite 3, Absatze 2-5) ein Verfahren und den daraus resultierenden 
Faktor Vlil/vWF-Komplex mit einer verbesserten spezifischen Aktivitat und 
Stabilitat zur Verfugung zu stellen. Diese Aufgabe wurde mittels einem Verfahren, 
gekennzeichnet durch einen Kationenaustauscher und eine stufenweise Elution, 
gelost. Urn die verbesserte spezifische Aktivitat zu erlangen sollten bei der 
Gewinnung des Komplexes niedermolekulare vWF-Multimere abgetrennt werden; 
die dadurch erhaltenen Komplexe sind gekennzeichnet durch ihre mit 
uberwiegend hochmolekularen vWF-Multimeren zusammengesetzte Struktur und 
den davon ausgehenden Effekt der erhohten spezifischen vWF-Aktivitat. 
AuBerdem werden durch dieses Verfahren kontaminierende Substanzen entfernt 
die ublicherweise in Plasmafraktionen enthalten sind. 

Im Hinblick auf den Stand der Technik wird dem Gegenstand der Anspruche 1-16 
Neuheit und erfinderische Tatigkeit anerkannt (Artikel 33(2)(3), Regel 64.1, 65 
PCT). Das vorliegende Verfahren und Produkt gekennzeichnet durch den 
Kationenaustauscher, die stufenweise Elution und die hochmolekularen vWF- 
Multimeren sind nicht durch den Stand der Technik vorweggenommen und auch 
nicht fur die Fachperson als naheliegend anzusehen. 

Diesem Bericht liegt die Annahme zugrunde, daf3 alle Anspruche die Prioritat des 
Anmeldetags des Prioritatsdokuments genieBen: in diesem Fall gehoren WO 
97/34930 und WO 97/39033, gekennzeichnet im internationalen 
Recherchenbericht als P,X-Dokumente, nicht zum Stand der Technik (siehe auch 
Punkt VI). 

Zu Punkt VI 

Auf WO 97/34930 und WO 97/39033 wird nach Regel 70.10 PCT hingewiesen. 
Zu Punkt VIII 

Die in den unabhangigen Anspriichen benutzten Ausdrucke "insbesondere" und 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/AT98/00043 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



"im wesentlichen frei von" lassen den Leser iiber die Bedeutung der betreffenden 
angefuhrten technischen Merkmale im Ungewissen. Der Gegenstand fur den 
Schutz begehrt wird sowie die Abgrenzung der Erfindung gegenuber dem Stand 
der Technik scheinen daher nicht klar genug aus diesen Anspriichen hervor zu 
gehen (Artikel 6 und Regel 6.3 PCT). 

Das im Recherchenbericht genannte Dokument EP-A-0 295 645, aus dem sich 
der zugrundeliegende Stand der Technik ergibt, ist nicht in der Beschreibung 
angegeben (Regel 5.1(a)(ii) PCT). 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 <Blatt2) (EPA- April 1997) 
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Patentanspriiche : 

1.. Verfahren zur Gewinnung von Faktor VIII/vWF-Komplex, dadurch 
gekennzeichnet , dafi Faktor VIII/vWF-Komplex aus einer Proteinlo- 
sung an einen Kationenaustauscher gebunden und durch stuf enweise 
Elution Faktor VIII/vWF-Komplex, der insbesondere hochmolekulare 
vWF-Multimere enthalt, gewonnen wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS Faktor 
VIII/vWF-Komplex bei einer Salzkonzentration von s 250 mM an 
einen Kationenaustauscher gebunden wird und Faktor VIII/vWF- 
Komplex, enthaltend niedermolekuare vWF-Multimere , Faktor VIII 
frei von plattchenagglutinierender vWF-Aktivitat und Faktor 
VIII :C bei einer Salzkonzentration zwischen a 250 mM und s 300 
mM eluiert und gewonnen wird. 

3 . Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daS 
Faktor VIII/vWF-Komplex, enthaltend insbesondere hochmolekulare 
vWF-Multimere, durch stuf enweise Fraktionierung bei einer Salz- 
konzentration von ss 300 mM, vorzugsweise a 350 mM gewonnen wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dafi eine 
Faktor VIII/vWF-Komplex-haltige Fraktion gewonnen wird, die ins- 
besondere frei ist von niedermolekularen vWF-Multimeren. und vWF- 
Abbauprodukten, nicht-komplexierten, oder schwach an vWF gebun- 
denem Faktor VIII und kontaminierenden Nukleinsauren . 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS die Elution der Polypeptide vom Kationenaustau- 
scher in einem Puffersystem mit einem pH-Wert im Bereich zwi- 
schen 4,5 und 8,5, vorzugsweise a 7,1 und ss 8,5 erf olgt . 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS der Kationenaustauscher ein Sulfopropyl- oder 
Carboxymethyl-Gruppen konjugierte Trager ist. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS ein Faktor VIII/vWF-Komplex enthaltend insbeson- 
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dere hochmolekulare vWF-Multimere gewonnen wird. 

8 . Verf ahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7 dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi Faktor VIII/vWF-Komplex aus Plasma, einer Plasma - 
fraktion, Kryoprazipitat , dem zellfreien Uberstand oder Extrakt 
einer rekombinanten Zellkultur , oder einer angereicherten Prote- 
infraktion gewonnen wird. 

9. Faktor VIII/vWF-Komplex, enthaltend insbesondere hochmoleku- 
lare vWF-Multimere, erhaltlich aus einer Faktor VIII/vWF-halti- 
gen Losung durch Kationenaustauscherchromatographie . 

10. Faktor VIII/vWF-Komplex nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi er insbesondere frei ist von niedermolekularen 
vWF-Multimeren, inaktiven vWF-Abbauprodukten und Faktor VIII 
frei von plattchenagglutinierender vWF-Aktivitat und von Faktor 
VIIIa-Aktivitat . 

11. Faktor VIII/vWF-Komplex nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi er eine spezifische vWF-Aktivitat von mindestens 
66 U/mg Protein und eine spezifische Faktor VIII-Aktivitat von 
mindestens 500 U/mg Protein aufweist. 

12. Faktor VIII :C im wesentlichen frei von plattchenagglutinie- 
render vWF-Aktivitat , erhaltlich aus einer Faktor VIII/vWF-hal- 
tigen Losung durch Kationenaustauscherchromatographie und stu- 
fenweise Elution bei einer Salzkonzentration zwischen ^ 200 mM 
und £ 30 0 mM. 

13. -Preparation enthaltend Faktor VIII/vWF-Komplex oder Faktor 
VIII :C gemaE einem der Anspriiche 11 oder 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi sie virussicher und frei von infektiosem Material 
ist. 

14. Preparation nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet , daS 
sie in einer lagerstabilen Form vorliegt. 

15. Preparation nach einem der Anspriiche 13 oder 14, dadurch ge- 
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kennzeichnet , daS sie als pharmazeutisches Praparat formuliert 
ist . 

16 . Verwendung einer Preparation nach einem der Anspriiche 13 bi 
15 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Pa- 
tienten mit Hamophilie A, phanotypischer Hamophilie und vWD. 



GEANDERTES BLATT 



Claims : 

1. A method of recovering factor VI I I /vWF- complex, 
characterized in that factor VI I I /vWF- complex from a 
protein solution is bourjd to a cation exchanger and is 
recovered by step-wise ejlution of factor VIII/vWF- 
complex, which particularly contains high-molecular 
vWF-multimers . 



2. A method according to claim 1, characterized in 
that factor VI I I /vWF- complex is bound to a cation 
exchanger at a salt concentration of <, 2 50 mM, and 
factor VIII/vWF-complex containing low-molecular vWF 

it 
'» 

multimers, factor VIl| free from platelet agglutinating 
vWF activity and factor VIII :C is eluted at a salt 

concentration of between ;> 250 mM and <s 3 00 mM and 

..j 

recovered. '-\ 



3. A method according to claim 1 or 2, characterized 
in that factor VIIl/jvWF-complex particularly containing 
high-molecular vWF multimers is recovered by step-wise 

fractionation at a salt concentration of ^ 300 mM, 

It 

preferably ;> 350 mM. 



4. A method according to claim 3, characterized in 
that a factor VIIiyvWF-complex-containing fraction is 
recovered which particularly is free from low-molecular 
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vWF multimers and vWF degradation products, non- 
complexed factor VIII or factor VI I ij weakly bound to 
vWF, and contaminating nucleic acids. 

5. A method according to any one of claims 1 to 4 , 
characterized in that the elutiori of the polypeptides 
from the cation exchanger is effected in a buffer 
system having a pH ranging between 4.5 and 8.5, 
preferably ^ 7.1 and <; 8 . 5 . 

6. A method according to any one of claims 1 to 5, 
characterized in that the cation exchanger is a 
sulfopropyl- or carboxymethyl-group-conjugated carrier. 

7 . A method according to any one of claims 1 to 6 , 
characterized in that a factor VI I I /vWF- complex 
particularly containing high-molecular vWF multimers is 
recovered. 

8. A method according to any one of claims 1 to 7, 
characterized in that factor VI I I /vWF- complex is 
recovered from plasma, a plasma fraction, 
cryoprecipitate, the cell-free supernatant or extract 
of a recombinant cell culture, or from an enriched 
protein fraction. 

9. A factor VIII/vWF-complex particularly containing 



- 29 - 



high-molecular vWF multimers, obtainable from a factor 

! 

VIII/vWF-containing solution by cation exchange 
chromatography. 

10. A factor VI I I /vWF- complex according to claim 9, 
characterized in that it is particularly free from low- 
molecular vWF multimers, inactive vWF- degradation 
products and factor VIII free from platelet- 
agglutinating vWF activity and from 

factor Villa activity. 

11. A factor VI I I /vWF- complex according to claim 10, 
characterized in that it has a specific vWF activity of 
at least 66 U/mg protein and a specific factor VIII 
activity of at least 500 U/mg protein. 

12. Factor VIII :C, substantially free from platelet- 
agglutinating vWF activity, obtainable from a factor 
VIII/vWF-containing solution by cation exchange 
chromatography and step-wise elution at a salt 
concentration of between s 200 mM and 

^ 300 mM, 

13. A preparation containing factor VI I I /vWF- complex 
or factor VIII :C according to any one of claims 11 or 
12, characterized in that it is virus-safe and free 
from infectious material. 
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14. A preparation according to /claim 13, 
characterized in that it is present in storage-stable 
form. ;/ 

/ 

/ 

15. A preparation according;/ to any one of claims 13 
or 14, characterized in that/ it is formulated as a 
pharmaceutical preparation. ■ 

16. The use of a preparation according to any one of 
claims 13 to 15 for producing a medicament for the 
treatment of patients suffering from hemophilia A, 
phenotypical hemophilia and vWD. 

17. A method according to claim 1, characterized in 
that one starts from plasma or from a plasma fraction 
and that the factor VIII/vWF-complex is obtained in an 
at least 300-fold purity and a yield of at least 50%, 
as compared to plasma. 

i 

18. A method of producing a factor VIII/vWF-complex 
preparation from plasma or from a plasma fraction, 
characterized in that plasma or a plasma fraction is 
contacted with a cation exchanger, the factor VIII/vWF- 
complex being adsorbed thereby, the cation exchanger 
loaded with factor VIII/vWF-complex optionally is 
washed, subsequently the factor VIII/vWF-complex is 
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eluted, an eluate being obtained which has an at least 
300-fold purity as regards the ^factor VI 1 1 /vWF- complex 
and a yield of factor VIII/vWF^complex of at least 50%, 
based on plasma, and subsequently the obtained eluate 
is worked up to a factor VIII^vWF-complex-preparation . 

/ 

19. A method according to Claim 17, characterized in 

that eluting of the factor VI I I /vWF- complex from the 

•/ 

cation exchanger is carried/ out such that the obtained 

■\ 

eluate contains factor VIII in a yield which amounts to 
at least 90% of the factory Vlll-activity prior to 

adsorption on the cation exchanger. 

7 

/ 
i 

20. A method according,/ to claim 18 or 19, 
characterized in that when working up the factor 
VIII/vWF-preparation, no further chromatographic 
purification step is carried out. 
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PCT 

ANTRAG 



Der Unterzeichnete beantragt, dafi die vorliegende 
internationaJe Anmeldung nach dem Vertrag uber die 
intemationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des 
Patentwesens behandelt wild. 



Vom Anmeldeamt auszufiillen 



PCT/AT 98/00043 

Internationales Aktenzeichen 



Internationales Anmeldedatum 



2 7. Feb. ma 



Osterreichischss Patentamt HABLECK'"-^ 
Einlauf- u. Abganasstelle P ^^^uJUm^ 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts (falls gewunscht) 
(max. 12 Zeichen) r 33 814 



Feld Nr. I BEZEICHNUNG DER ERFTNDUNG 

Verfahren zur Reinigung von Faktor VIII/vWF-Komplex mittels 
Kationenaustauscherchromatographie 



Feld Nr. II ANMELDER 



Name und Anschrift: (Familienname, Vomame; bei juristischen Personen vollstondige amthche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die PostUitzahl und der Name des Stoats anzugeben, Der 
in diesem Feld in der Anschnft angeeebene Stoat ist der Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anm/Mers, sofern nachstehend kein Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist) 

IM$y»TOAktiengesellschaft 

IndustriestraBe 67, , / 

A - 1221 Wien, Osterreich (AT) cKo/^o* . 



□ Diese Person ist 
gleichzeitig Erfinder 



Telefonnr.: 



Tclefaxnr.: 



Fcmschrcibnr.: 



Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Sta 


at): 

AT 


Diese Person ist Anmelder j I aJlc Bc$tim- fTTl aHe Bestimmungssiaaten nut Ausnahme 1 | nur die Vcreinigtcn P | die im Zusatzfeld 

fur folgcndc Staaten: | | raungsstaaten | A 1 der Vercinigtea Staaten von Amerika | | Staaten von Amerika | I angegebenenStaaxen 


Feld Nr. EQ WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 





Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstondige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die PostUitzahl und der Nome des Stoats anzuzebau Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofem nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist) 

MITTERER Artur 

A - 2304 Mannsdorf 116 

Osterreich (AT) 



Staatsangehorigkeit (Staat): 



AT 



Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

fx") Anmelder und Erfinder 

□ nur Erfinder ( Wird dieses Kastchen 
angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nichtnotig.) 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 



AT 



Diese Person ist Anmelder | 1 aMe Besom- 
fur folgcndc Staaten: | ) 



□ allc Besummungsstaaten mit Ausnahme 
der Vcreinigtcn Staaten von Amerika 



Y i nur die Vereinigten 
A i Staaten von Amerika 



j"" j die im Zusatzfeld 



angegebenen Staaten 



| | Weitefe Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 



Feld Nr. IV ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ZUSTELLANSCHREFT 



Die folgende Person wird hiermit bestellt/ist bestellt worden, urn fir den (die) Anmelder 
vor den zustandigen intemationalen Beholden in folgender Eigenschafl zu handeln als: 



X 



Anwalt 



j — j gemeinsamer 



Vertreter 



Name und Anschrift: (FamiUenname, Vomame; bei juristischen Personen vollstondige amtliche Bezeichnuni 
Bei der Anschrift sind die Posdeitzahl und der Name des Stoats anzugeben.) 

SONN Helmut, PAWLOY Heinrich, WEINZINGER 
Arnulf, PAWLOY Peter, ALGE Daniel 
Riemergasse 14, 

A - 1010 Wien, Osterreich (AT) 



Telefonnr.: 

1-512 84 05 



Telefaxnr.: 

1-512 98 05 



Fernschrcibnr: 



| j Dieses Kastchen ist anzukreuzen. wenn kein Anwalt oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und statt dessen im obigen Feld 



cine speziclle Zustellanschrift angegeben ist. 



Formblatc PCT/RO/lOl (Blatt 1) (Januar 1997; Nachdruck Januar 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsfonnular 



t 4 

Blatt Nr. .2 



Fortsetzung von Feld Nr. HI WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Wird keines der folgenden Felder benutzi, so ist dieses Blatt dem Antrag nicht beizufugen. 


Name und Anschrift; (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstdndige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats onzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Stoat ist der Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

FISCHER Bernhard 

f ^SPS2£ J^ich (AT) 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

[x 1 Anmelder und Erfinder 

I 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

' 1 angekreuit, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangehorigkeit .(Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat); ^ 


Diese Person ist Anmelder i | alleBesara- | | aUeBesammimgsstaatenrnit Ausnahme y nur die Vereinigten • ( | die im Zusatzfeld 
fur folgende Staaten: | | muagsstaaten I 1 der Vcrciaigten Staaten von Amerika A Staaten von Amerika | | angegebenen Staaten 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen voUstdndige amtliche 
Bezeichmmg. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats onzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Stout ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

SCHtSNBERGER Oyvind L. 

SchopenhauerstraBe 52/7 , 

A - 1180 Wien, Osterreich (AT) 


Diese Person ist* 
| | nur Anmelder 

j X | Anmelder und Erfinder 

( | nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 

DE 


Si tz oder Wohnsitz (Staat): 

AT 


Diese Person ist Anmelder i | aUeBestim- | 1 alleBcstimmungsstaatenmitAusnahme | y | nur die Vereinigten I | die im Zusatzfcld 
fur folgende Staaten: | | mungsstaaien 1 1 der Vereinigten Staaten von Amerika 1 1 Staaten von Amerika | I angegebenen Staaten 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstdndige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben, . Der 
in diesem Feld in der Anschrift angezebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

THOMAS -URBAN Kathrin 
KartauserstraBe 149 

D - 79104 Freiburg, Deutschland (DE) 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

1 X | Anmelder und Erfinder 

1 | nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 

AU 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Dtese Person ist Anmeldcr | j alleBestinv | 1 alleBestimmungsstaatentmtAusnahrne ["77] nur die Vereinigten I I die im Zusattfeid 

fur folgende Staaten: | | mungsstaaten | J der Vereinigten Staaten von Amerika LfLJ Staaten von Amerika | | angegebenen Staaten 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstdndige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzueeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

DORNER Friedrich 

Peterlinigasse 17 , 

A - 1230 Wien, Osterreich (AT) 


Diese Person rst: 
| [ nur Anmelder 

[X | Anmelder und Erfinder 

| I nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): Arp 


Diese Person ist Anmelder i 1 alleBesum- [ 1 allc Bestimmungssuaten mit Ausnahme Pyl nur die Vereinigten | | die im Zusatzfcld 
fur folgende Staaten: | | mungssuaten | 1 der Vereinigten Staaten von Amerika 1 1 Suaten von Amerika I J angegebenen Staaten 


~X] Wcitere Anmeldcr und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem zusatzlichen Forisctzungsblau angegeben. 



Formblatl PCT/RO/101 (Fortsetzungsblatt) (Januar 1997; Nachdruck Januar 1998) Siehe Anmerkungen & diesem Antragsformular 



4 



Blatt Nr. 



Fortsetzung von Feld Nr. Ill WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 



Wird keines der folgenden Felder benutzt, so ist dieses Blatt dem Antrag nicht beizufiigen. 



Name und Anschnft: (Familiennamc, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtlichc 
Bezeichnung. Bei der Anschrifi sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschnft angegebene Stoat ist der Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 



EIBL Johann 

Gustav-Tschermakgasse 2 , 
A - 1180 Wien, Osterreich 



(AT) 



Diese Person ist: 
1 | nur Anmelder 

1 X | Anmelder und Erfinder 

□ nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 



J Staatsangehorigkeit .(Staat): 


AT 




Sitz oder Wohnsitz (Sta 


at): AT 


I Diese Person ist Anmelder i 1 

1 furfolgendeStaaten: | | 


alle Bestim- 
mungsstaaten 


| | alle Bestiramungsstaaten rait Ausnahme rTT| 
| | der Vereinigten Staaten von Amerika 1 A l 


aur die Vereinjgten * 
Staaten von Amerika 


I 1 die im Zusatzfeld 
1 1 angegebenen Staaten 



Name und Anschnft' (Familiennamc, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige omtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrifi sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschnft angcecbene Stout ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Stoat-ties Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist) 




LINNAU Yendr* 
Lavendelweg 24, 
A - 12 24 /Wien, Osterreich 



(AT) 



Diese Person ist 
1 | nur Anmelder 

|X | Anmelder und Erfinder 

□ nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
angekreuzt. so sind die nachstehenden 
Angabennicht notig.) 



j Staatsangehorigkeit (Staat): ^ 


Sitz oder Wohnsitz (Sta 


at): 
} AT 


1 Diese Person ist Anmelder i 1 alleBesdm- 

1 furfolgendeStaaten: { | mungsstaaten 


1 I allc Bestunmungsstaaten mil Ausnahme f^I nur die Veranigten 
1 I der Vereinigten Staaten von Amerika 1 A 1 Staaten von Amerika 


| | die im Zusatzfeld 
1 1 angegebenen Staaten 



Name und Anschnft: (Familienname t Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrifi sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. . Der 
in diesem Feld in der Anschnft angezebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein^Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist) 

SCH0NHOF£R"' Wolf gang 
Ringeljrcitzgasse 5/C1 , 

A - ^3100 St. Polten, Osterreich (AT) ^ 



Diese Person ist: 
1 | nur Anmelder 

|X | Anmelder und Erfinder 

□ nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 



1 Staatsangehdrigkeit (Staat): 


AT 




Sitz oder Wohnsitz (Sta 


at): AT 


1 Diese Person ist Anmelder i 1 

1 furfolgendeStaaten: | | 


alle Bestim - 
mungsstaaten 


I I alle Bcsammungsstaaten mil Ausnahme nur die Vereinigten 
I J der Vereinigten Staaten von Amerika X Staaten von Amerika 


1 I die im Zusatzfeld 
1 1 angegebenen Staaten 



Name und Artschrift: (Fomilienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrifi sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der 
tn diesem Feld in der Anschnft angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist) 



Diese Person rst: 
| | nur Anmelder 

| 1 Anmelder und Erfinder 

nnur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
angekreuzt so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig. ) 



Staatsangehorigkeit (Staat): 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 



Diese Person ist Anmelder 
fur folgendc Staaten: 



□ allc Bestim- 
mungssuaxen 



□ alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 
der Vereinigten Staaten von Amerika 



j j nur die Vereinigten 



Staaten von Amerika 



□ die i m Zusatzfeld 
ange* 



angegebenen Staaten 



| 1 Wettere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem zusatzlichen Fortsctzungsblatt angegeben. 



Formblatt PCT/RO/I01 (Fortsetzungsblatt) (Januar 1997; Nachdruck Jamjar 1998) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



4 



Blatt Nr. 



Feld Nr. V BESTIMMUNG VON STAATEN 



Die folgcnden Bestimmungen nach Rcgel 4.9 Absatz a werden hiertnit vorgtnommcn.fbiaedieenuprcduiuknKastehenankTeuzen; wenigsiens 
tin Kastchen mufi angekreuzt werden): 

Regionales Patent 

□ . AP ARIPO-Pateat: GH Ghana, GM Gambia, KE Kenia, IS Lesotho, MW Malawi, SD Sudan, SZ Swasiland, 

UG Uganda, ZW Simbabwe und jeder weitere Staat, der Vettragsstaat des Harare-Protokolls und des PCT ist 

□ EA Eurasiscb.es Patent: AM Armenien, AZ Aserbaidschan, BY Belarus. KG Kirgisistan, KZ Kasachstan, MD Republik 

Moldau. RU Russische Foderation, TJ Tadschikistan, TM Turkmenistan und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat des 
Eurasischen Paten tiibereinkommens und des PCT ist 
KJ EP Europaisches Patent: AT Osterreich, BE Belgjen, CH und LI Schweiz und Liechtenstein, DE Deutschland, 
PK Danemark, ES Spanien, FI Finnland, FR Frankreich, GB Vereinigtes Kdnigreich, GR Griechenland, EE Irland, 
IT Italien, LU Luxemburg, MC Monaco, NL Niederlande, PT Portugal, SE Schweden und jeder weitere Staat, der 
Vertragsstaat des EuropSischen Patentubereinkommens und des PCT ist 

OAPI-Patent: BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Zentralafrikanische Republik, CG Kongo. CI C6te d'lvoire, 
CM Kamerun, GA Gabun, GN Guinea, ML Mali, MR Mauretanien, NE Niger, SN Senega], TO Tschad, TG Togo 
und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat der OAPI und des PCT ist (falls tint andere Schutzrechtsart odtr tin sonstiges 
Verfahren gewunscht wird, bitte auf der gepunheten Unit angeben) 

NztionzdesPateatffalheineandereSchitzrechCsarlodereinsonscigesyerfahren 

□ AL Albanien □ LT Litauen 



□ OA 



□ 
□ 

El 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 

EI 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

m 
□ 

m 
a 
® 
□ 

□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 



AM Armenien □ 

AT Osterreich □ 

AU Australien □ 

AZ Aserbaidschan O 

Bosnien-Herzegowina □ 

Barbados 

Bulgarien .- □ 

Brasilien D 

Belarus El 

Kanada El 

CH und LI Schweiz und Liechtenstein • □ 

CN China S 

Kuba . □ 

Tschechische Republik □ 

Deutschland 0 

Danemark ,□ 

Estland □ 

Spanien Q 

Finnland H 

Vereinigtes Konigreich S 

Georgien D 

Ghana □ 

GM Gambia □ 

GW Guinea-Bissau □ 



BA 
BB 
BG 
BR 
BY 
CA 



CU 

CZ 

DE 

DK 

EE 

ES 

FI 

GB 

GE 

GH 



LU Luxemburg 
LV Lettland 

MD Republik Moldau 

MG Madagaskar 

MK Die ehemalige jugoslawische Republik 

Mazedonien 

MN Mongolei 

MW Malawi 

MX Mexiko 

NO Norwegen 

NZ Neuseeland 

PL Polen 

PT Portugal 

RO Rumanien 

RU Russische Foderation 

SD Sudan 
SE Schweden 
SG Singapur 

SI Slowenien 

SK Siowakei 

SL Sierra Leone 

TJ Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TR Tiirkei 

Trinidad und Tobago 

Ukraine 

Uganda 

Vereinigte Staaten von Amerika 



TT 
UA 
UG 
US 



HU Ungarn □ 

ID Indonesien O 

IL Israel □ 

IS Island H 

JP Japan 

KE Kenia □ UZ 

KG Kirgisistan □ VN 

KP Demokratische Volksrepublik Korea ....... □ YU 

□ ZW 

KR Republik Korea ^ „ - c ^ -7 u - 

Kastchen fur die Besummung von Staaten (fur die Zwecke erne* 

Kasachstan nationalen Patents), die dem PCT nach der Veroffentlichung 

LC Saint Lucia dieses Formblatis beigetreten sind: 

LK Sri Lanka □ 

LR Liberia □ 

LS Lesotho □ 



Usbekistan 
Vietnam . . . 
Jugoslawien 
Simbabwe 



Zusatzlich zu den oben genannten Bestimmungen nimmt der Anmclder nach Regel 4.9 Absatz b auch alle anderen nach dem 

PCT zulassigen Bestimmungen vor mit Ausnahme der Bestimmung von - 

Der Anmclder erklart, daB diese zusatzlichen Bestimmungen unter dem Vorbehalt einer Bestatigung stehen und jede zusaizliche 
Bestimmung, die vor Ablauf von 15 Monaten ab dem Prioritatsdatum nicht bestatigt wurde. nach Ablauf dieser Frist als vom 
Anmclder zuruckgenommen gillJDieBatdtigungtinerB&immunferfdgtdurck^ wird, 
und die Zahlung der Bcstimmungs* und der Bestaiigungsgebuhr. Die Bestdiigung mufi betm Anmetdeami imerhalb der Frist von 15 Monaten etngehen.) 



Formblau PCTYRO/tOl (Blatt 2) (Jamjar 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Blatt Nr. . . . 5 



Feld Nr. VI PRIORITATSANSPRUCH 



Die Priori tat der folgcnden friiheren Anmcldung(cn) wird hicrmit beansprucht: 



Wcitcrc Priorilatsanspriichc sind im Zusatzfeld angegeben. [ 



Staat 

(Anmelde- oder Bestimmungsstaat 
der Anmeldung) 



(1) 



(2) 



(3) 



AT 



Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 



27. Februar 1997 
(27.02.1997) 



Aktenzeichen 



A 338/97 



Anmcldcamt 

(nur bei regionaler oder 
internationaler Anmeldung) 



Dieses Kastchenankreuzen, wemdUbegtaubigteKopie der friiheren Anmeldung wndemAmtausgesullt werden solL das fir die ZwecU dieser inte^ 
Anmeldeamt ist (erne Gebuhr kann verlangt werden): 5 



□ Das Anmeldeamt wird hiermit ersucht, eine beglaubigte Abschrift der oben in Zeile(n) 
bezeichneten friiheren Anmeldung(en) zu erstellen und dem Intemationalen Biiro zu Qbermitteln. 



Feld Nr. VH INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



Wahl der Intemationalen Recherchenbehorde (ISA) (Sind zwei oder mehr Internationale 
RccherchenbehordenfirdieinXernationaURecherchew 

die dieinternationaJeRech€n:hedu;chflUtrensoli; Zwefouchstaben-Codegenugt): ISA / 

Fruhere Recherche: Auszufullen, wenn eine Recherche (internationale Recherche, Recherche intcrnationaler Art oder sonsdge Recherche) bereits 
bet aer intemationalen Recherchenbehorde bcantragt oder von ihr durchgefuhrt worden ist und diese Behdrde nun ersucht wird, die internationale 
Recherche sowettwu mogltchauf die Ergebnisse einei -solchen friiheren Recherche zu stutzen. Die Recherche oder der Recherchenantrag ist durch 
Angabe der bet reffenden Anmeldung (bzw. aeren Ubenetzimg) oder des RccherchenoJitragswbezeichnen. 



Staat (oder regionales Amt): 



Datum (Tag/Monat/Jahr) 



Aktenzeichen: 



Feld Nr. Vm KONTROLLISTE 



Diese internationale Anmeldung umfafit: 



1. Antrag 


: 5 


Blatter 


2. Beschreibung 


: 18 


Blatter 


3. Anspriiche 


■ 3 


Blatter 


4. Zusammenfassung 


1 


Blatter 


5. Zeichnungen : 


2 


Blatter 


Insgesamt : 


29 


Blatter 



Dieser intemationalen Anmeldung liegen die nachstehend angekreuzten Uriterlagen bci: 
J " S VolSen^ofg^f *• GO Blatt fur die Gebuhreaberechnung 

2 I I Kopie der allgemeinen 6. 
I — I Voilmacht 



□ Gesonderte Angaben zu hinter- 
legten Mikroorganismen 



3. I 1 Begrundung fur das Fehlen 7. I I Sequenzprotokolle fur Nucleotide 

■ — " der Unterschrift I — I und/oder Aminosauren (Diskette) 

4 " 0^S!lttt W 8 - E Sonsdge ^n^™;. 

Nr. VI kennzeichnen): Po S temp fang SChein 



Abbildung Nr. 



der Zeichnungen (falls vorhanden) soli mit der Zusammenfassung veroffentlicht werden. 



Feld Nr. IX UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS ODER DES ANWALTS 



Der Name jeder unterzeichnenden Person istneben der Unterschrift zu wiederholen, und es ist anzugeben^so&rn sich dies nicht eindeutie aus dem Antra* 
ergtbt, in welcher Eigenschaft die Person unterzeichnet ^ _ ^ 



Renate Moldan 



(Ledterin der Patentverwaltung) 




IMMUNO' AKTIENGESELLSCHAFT 




i^ift^T Daniel 
(Patentanwalt) 



1. Datum des tatsachlichen Eingangs dieser 
intemationalen Anmeldung: 


2. Zeichnungen 
| — | einge- 
1 1 gangen: 

| ] nicht ein- 
1 — 1 gegangen: 


3. Geandertes Eingangsdatum aufgrund nachtraglich, jedoch 
fristgerecht eingegangener Unterlagen oder Zeichnungen 
zur Vervollstandigung dieser intemationalen Anmeldung: 


4. Datum des fristgerechten Eingangs der angeforderten 
Richtigstellungen nach Artikel 1 1(2) PCT: 


5. Vom Anmeldcr benannte 

Internationale Recherchenbehorde: IoA / 


6. 1 1 Obermittlunedes Recherchenexemplars bis zur 
1 — 1 Zahlung der Recherchengebuhr autgeschoben 



■ Vom Internauonalen Biiro auszufullen . 



Datum des Eingangs des Aktenexemplars 
beim Intemationalen Biiro: 



Formblatt PCT7RO/101 (letztes Blatt) (Januar 1994; Nachdruck Januar 1998) Siehe Anmcrkungen zu diesem Antragsfomtular 



VERTRA<^^ER DIE INTERNATIONALE ZUSA^/IM EN ARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 



Absenden INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



An 



Sonn, Pawloy, Weinzinger, 
Pawloy & Alge 
Riemergasse 14 
A - 1010 Wien 
AUSTRIA 



EINGELA H G 



FRIST: 



0 6. Juli 1S< 



PCT 



MITTEILUNG USER DIE UBERMITTLUNG DES 
INTERNATIONALEN RECHERCHENBERICHTS 
ODER DER ERKLARUNG 



t i (Regel 44.1 PCT) 



Absendedatum 
(T ag/Monat/Jahr) 



03/07/1998 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

R 33814 


WEITERES VORGEHEN siehe Punkt 1 und 4 unten 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/ AT 98/00043 


Internationales Anmeldedatum 
(TagfMonat/Jahr) 27/02/1998 


Anmelder 

IMMUN0 AKTIENGESELLSCHAFT et al . 



Dem Anmelder wird mitgeteilt, daG der Internationale Recherchenbericht erstellt wurde und ihm hiermit Obermittelt wird. 
Einreichung von Anderungen und elner Erklarung nach Artikel 19: 

Der Anmelder kann auf eigenen Wunsch die Anspruche der internationalen Anmeldung andem (siehe Regel 46): 
Bis wann sind Anderungen einzureichen? 

Die Frist zur Einreichung solcher Anderungen betragt ublicherweise zwei Monate ab der UbermittJung des 
internationalen Recherchenberichts; weitere Einzelheiten sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

Wo sind die Anderungen einzureichen? 

Unmittelbar beim Internationalen Buro der WIPO, 34, CHEMIN des Colombettes CH-121 1 Genf 20 
Telefaxnr.: (4 1 -22) 740. 1 4.35 

Nahere Hinweise sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

2. Q Dem Anmelder wird mitgeteilt, daG kein internationaler Recherchenbericht erstellt wird und daG ihm hiermit die Erkiarunq nach 

Artikel 1 7(2)a) Obermittelt wird. 

3. | I Hinsichtlich des Widerspruchsgegen die Entrichtung einer zusatzlichen Gebuhr (zusatzlicher Gebuhren) nach Regel 40.2 wird 
1 — 1 dem Anmelder mitgeteilt daG 

der Wlderspruch und die Entscheidung hieruber zusammen mit seinem Antrag auf Obermittlung des Wortlauts sowohl des 
Widerspruchs als auch der Entscheidung hieruber an die BestimmungsSmter dem Internationalen Buro Obermittelt worden 
sind. 

noch keine Entscheidung Ober den Widerspruch voriiegt; der Anmelder wird benachrichtigt sobald eine Entscheidung 
getroffen wurde. 

4. Weiteres Vorgehen: Der Anmelder wird auf folgendes aufmerksam gemacht: 

Kurz nach -Ablaut von 18 Monaten seit dem Priori tatsdatum wird die Internationale Anmeldung vom Internationalen Buro veroffent-. 
licht. wmder Anmelder die Veroffentlichung verhindern Oder auf einen spateren Zeitpunkt verschieben so muG gemaG Regel 90 .f 
bzw. 9<T!3 vor AbschluG der techrrischen Vorbereitingen fur die Internationale Veroffentlichung eine Erklarung Ober die Zurucknah- 
me der internationalen Anmeldung Oder desPrioritatsanspruchs beim Internationalen Buro eingehen. 

Innerhalb von 19 Monaten sett dem Prioritatsdatum ist ein Antrag auf Internationale vortSufige PrOfung einzureichen wenn der 
Anmelder den Eintritt in die nationate Phase bis zu 30 Monaten seit dem PrioritStsdatum (in manchen Am tern sooarnoch lanqer) 
verschieben mdchte. * 

Innerhalb von 20 Monaten seit dem Prioritatsdatum muG der Anmelder die fur den Bntritt in die nationale Phase vorgeschriebenen 
Handlungen vor alien Bestimmungsamtern vornehmen. die nicht innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum in der 
Anmeldung Oder einer nachtraglichen Auswahlerklarung ausgewahlt wurden Oder nicht ausgewahlt werden konnten da fur sie 
Kapitel II des Vertrages nicht verbindlich ist. 



□ 
□ 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehdrde 
Europaisches Patentamt P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 

Dominique Parijs 



Formblatt PCT/ISA/220 (Januar 1994) 



ANMERKUNGEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 



Diese Anmerkungen sollen grundlegende Hinweise zur Einreichung von Anderungen gemafl Artikel 1 9 gebeo. Oiesen Anmerkungen 
ttegen die Erfordernisse des Vertrags Ober die Internationale Zusammenarbeit auf dem Gebtet des Paientwesens (PCT), der Ausfuhrungs- 
ordnung und der Verwaftungsrichtiinien zu diesem Vertrag zugrunde. Bei Abweichungen zwischen dies en Anmerkungen und 
obengenannten Textea sind tetztere maGgebend. Nahere Einzelhetten sind dem PCT-Leitfaden fur Anmelder, einer Veroffentiichung der 
WIPO, zu entnehmen. 

Die in diesen Anmerkungen verwendeten Begriffe 'Artike!\ 'Regel* und "Abschnitt" be Ziehen sich jeweils auf die Bestimmungen des 
PCT-Vertrags, der PCT-AusfQhrungsordnung bzw. der PCT-Verwaitungsrichtlinien. 

hinweise zu Anderungen gemAss artikel 19 

Nach Erhalt des intemationalen Roche rcbenberichU hat der Anmelder die Moglichkeit, einmal die AnsprOche der international en 
Anmeldung zu an dem. Ea tst jedoch zu betonen, daG, da aJle Teile der intemationalen Anmeldung (Anspruche, Beschreibung und 
Zeichnunoen) wahrend des intemationalen vorlaufigen Prttfungsverfahrens geandert warden konnen, normaJerweise keine Notwendigkeit 
beateht, Anderungen der An sp ruche nach Artikel 19 einzureichen, auBer wenn der Anmelder z.B. zum Zwecke eines vorlaufigen 
Schutzea die Veroffentiichung cfieser Anspruche wunscht oder ein andecer Grund fureine An de rung der Anspruche vor ihrer intemationa- 
len Ver6ffentlichung vorliegt. Weiterhin ist zu beachten, daG ein vorlauBger Schutz nur in einigen Staaten erhaltiich ist. 



Welche Telle der Intemationalen Anmeldung konnen geandert werden? 
(m Rahmen von Artikel 19 konnen nur die Anspruche geandert werden. 

In der intemationalen Phase k6nnen die Anspruche auch nach Artikel 34 vor der mit der intemationalen vorlaufigen Prflfung be auf- 
tragten Be horde geandert (oder nochmala geandert) werden. Oie Beschreibung und cfie Zeichnungen konnen nur nach Artikel 34 
vor der mit der intemationalen vorlaufigen PrOfung beauftragten Beh6rde geandert werden. 

Beim Eirrtntt in die nationale Phase konnen alle Teile der intemationalen Anmeldung nach Artikel 28 oder gegebenenfalls Artikel 
41 geandert werden. 



61a wann sind Anderungen einzureichen? 

Innerhalb von zwei Monaten ab der Oberrnrttlung des intemationalen Recherche nberichta oder inn em alb von sechzehn M on at en ab 
dem Prioritatsdaturn, }e nachdem, welche Frist spater ablauft. Oie Anderungen gotten Jedoch ala rechtzeitig eingereicht, wenn sie 
dem Intemationalen BOro nach Ablaut der maftgebenden Frist, aber noch vor AbachluO der technischen Vorbereitungen fur die 
Internationale Veroffentftchung (Reg el 46,1) zugehen. 



Wo sind die Anderungen ntcht einzureichen? 

Oie Anderungen k6nnen nur beim Intemationalen BOro, nicht aber beim Anmokie&mt oder der Intemationalen Recherchenbehorde 
eingereicht werden (Reget 46.2). 

Falls ein Ant rag auf intern ationafe voriaufige PrOfung eingereicht wurdeAvtrd, aiehe unten. 

In welch er Form konnen Anderungen erfotgen? 

Eine Anderung kann erfotgen durch Streichung eines oder mehrerer ganzer Anspruche, durch HinzufQgung eines oder men rarer 
neuer Anspruche oder durch Anderung des Wortfauts eines oder mehrerer Anspruche in der eingereicht en Fassung. 

FOr jedes Anapruchsbtatt, das sich aufgaind einer oder mehrerer Anderungen von dem ursprOngltch eingereichten Blatt 
unterscheidet, ist ein Ersatzbtatt einzureichen. 

Alle Anspruche, die auf etnem Ersatzbfatt erscheinen, sind mit arabischen Ziffem zu numerieren. Wird ein Anspruch gestrichen, so 
brauchen, die anderen AnsprOche nicht neu numeriert zu werden. 1m Fall einer Neunumerierung sind die Anspruche fortfaufend zu 
numerieren (Verwaltungsrichtlinien, Abschnitt 205 b)). 

Oie Anderungen sind In der Sprache abzuf as sen, In der dlelnCematlonafe Anmeldung voroffentllcht wfrd. 



Welche Unterlagen sind den Anderungen betzufQgen? 
Begiettschrelben (Abschnitt 206 b)): 

Oie Anderungen sind mit ein em BegieHschreiben einzureichen. 

Oas BegieHschreiben wird nicht zusammen mit der intemationalen Anmeldung und den geanderten Anspruchen verdffentlicht. Es 
ist nicht zu verwechseln mit der "ErWarung nach Artikel 19(1 )* (siehe unten, "Erklarung nach Artikel 19 (1 )*). 

Oas Beglettschrelben Ist nach Wahl des Anmetders In engllscher oder franzdslscher Sprache abzuf aasen. Bel engltschspra- 
chlgen Intemationalen Anmetdungen Ist das 8eg1ettschrelben aber ebenfalts In engllscher, bet franzoslschsprachlgen Inter- 
natlonalen Anmeldungen In franzdslscher Sprache abzufassen. 



Anmerkungen zu Formblatt PCT/1S A/220 (8latt 1) (Januar 19S4) 



ANMERKUNGEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 (Fortsetzung) 



lm Begleitschreiben sind die Unterachiede zwischen don AnsprOchen in dor eingereichten Fasaung und dan geanderten AnaprGchen 
anzugeben. So tst inabesondere zu jedem Anapruch in dor intemationalon Anmoldung anzugeben (gleichlautende Angaben zu 
verschiedenen Anspruchen kGnnen zuaammengefaflt werden), ob 

i) der Anspruch unverandert bt; 

ii) der Anapruch gestrichen wordan iat; 

iii) der Anspruch neu bt; 

jv) der Anspruch einen oder mehrere Anspruch e in dor eingereichten Fasaung ersetzt; 

v) der Anapruch auf die Tetlung eines Ansprucha in der eingereichten Fas sung zurOckzufuhren ist. 



Im folgenden sind Belsplole angogebon, wle Anderungen lm Beglettachreiben zu erlautom sind: 

1. fWenn a ns telle von ursprunglich 48 AnaprGchen nach der An de rung einiger Anspruche 51 AnaprOche extatieren]: 

"Die Anspruch e 1 bis 29, 31 , 32, 34, 35, 37 bis 43 werden durch geanderte AnaprOche gleicher Numeriorung ersetzt; AnaprOche 
30, 33 und 36 unverandert; neuo AnaprOche 49 bis 51 hinzugefOgt" 

2. (Wenn anstette von uraprOngtich 15 Anspruchen nach der An de rung alter AnaprOche 1 1 Anspruche exiatieren]: 
"Geanderte AnaprOche 1 bis 1 1 treten an die SteHe der Anspruche 1 bis 15." 

3. (Wenn ursprOngtich 14 AnaprOche existierten und die Anderungen darin bestehen, daO einige AnaprOche gestrichen werden und 
neue AnaprOche hinzugefOgt werden]: 

AnaprOche 1 bis 6 und 1 4 unverandert; AnaprOche 7 bia 13 gestrichen; neue Anspruche 15, 16 und 17 hinzugefOgt "Oder" An- 
aprOche 7 bia 13 gestrichen; neue AnaprOche 15, 16 und 17 hinzugefOgt; al!e ubrigen Anspruche unverandert." 

4. [Wenn verschiedene Arten von Anderungen durchgefuhrt werden]: 

"Anspruche 1-10 unverandert; AnaprOche 1 1 bis 13, 18 und 19 gestrichen; AnaprOche 1 4, 1 5 und 16 durch geanderten An- 
spruch 14 ersetzt; Anspruch 17 in geanderte AnaprOche 15, 16 und 17 unterteitt; neue AnaprOche 20 und 21 hinzugefOgt." 

-Ertctarung nach Artikel 19(1)" (Regel 46.4) 

Den Anderungen kann erne ErWarung beigefOgt werden, m'rt der die Anderungen erlautert und ihre Auswirkungen auf die 
Beschreibung und die Zeichnungen dargelegt werden (cfie nicht nach Artikel 19 (1) geandert werden kfinnen). 

Die ErWarung wird zusammen mit der intern ationalen Anmekfung und den geanderten Anspruchen verOffentficht 
SI© Ist In der Sprache abzufassen, In der die InternatlonaJen Anmeldung vor5rfontllcht wird. 

Sie mufl kurz gehaftan aein und dart, wenn in englischer Sprache abgefaGt oder ins Englische Obersetzt, nicht mehr aJa 500 
WcVter umfassen 

Oie ErWarung ist nicht zu verwechseln mit dem Begleitschreiben, das auf die Unterachiede zwischen den AnaprOchen in der 
eingereichten Fas sung und den geanderten Anspruchen hinweist, und ersetzt letzteres nicht Sie ist auf einem gesonderten Blatt 
einzureichen und in der Oberschrift als solche zu kennzeichnen, vorzugaweiae mit den Worten "ErWarung nach Artikel 19 (1)". 

Oie ErWarung darf keine herabsetzenden AuBerungen Qberden inter n ationalen Ftecherchenbericht oder oSe Bedeutung von in dem 
Bericht angefOhrten VerOffentlichungen e nth alt on. Sie darf auf im intematiooaien Recherchenbericht angefOhrte VerOffentlichun- 
gen, die sich auf einen bestimrrtten Anspruch beziehen, nur im Zusammenhang mit einer Anderung dieses Anspruche Bezug 
nehmen. 



Auswirkungen eines beretts gestetlten Antrags auf intematlonafevoriSuflge PrOfung 

Ist zum Zeitpunkt der Einreichung von Anderungen nach Artikel 1 9 bereits ein Antrag auf intern at ion ale vorlaufige PrOfung 
gestetlt worden, so sollte der Anmelder in setnem Interesse gleichzeKtg mit der Einreichung der Anderungen beim Intemation alen 
BOro auch eine Kopie der Anderungen bei der mit der intemationalen vori Antigen PrOfung beauftragen Be horde einreichen (siehe 
Regel 62.2 a), erster Satz). 



Auswirkungen von Anderungen hlnslchtttch der Oborsetzung derinternatlonalen Anmoldung belm Elntrttt In dlo 
nation ale Phase 

Oor Anmelder wird darauf hingewiesen, daB bei Eintritt in oie nation ale Phase m6gticherweise an start oder zusatzlich zu der Uber- 
setzung der Anspruche in der eingereichten Fas sung eine Oborsetzung der nach Artikel 19 geanderten AnaprOche an oie 
beaUmmten/auagewahtten Amter zu Obermittetn ist. 

N&here Einzetheiten flber die Erfordemisse jedes bestimmten/ausgewahtten Amta sind Band U des PCT-Leitfadens fur Anmelder 
zu entnehmen. 



Anmerkungen zu Formblatt PCT/ISA/220 (Blatt 2) (Jamjar 1994) 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMWENARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

R 33814 


WEITERES siehe Mittetlung Ober die Obermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formbfatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/ AT 98/00043 


Internationales Anmeldedatum 
(T ag/Monat/Jahr) 

27/02/1998 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

27/02/1997 j 


Anmelder i 

IMMUNO AKTIENGESELLSCHAFT et al . 



Dieser Internationale Recherche nbericht wurde von der Internationalen Recherchenbe horde erstelit und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 Gbermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro Gbermittelt 

Dieser Internationale Recherchenbericht umfaGt insgesamt _3 Blatter. 

("X~| Daruber hinaus Hegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Untertagen zum Stand der Technik bei. 



1. Bestimmte Anspruche haben sich als ntchtrecherchlerbar erwiesen (sieheFeld I). j 

2. Q Mangelnde Einheitlichkeit der Erfmdung{siehe Feld II), j 

i 

3. In der internationalen Anmeldung ist e(n Protokoll einer Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz offenbart; die Internationale | 
Recherche wurde auf der Grundlage des SequenzprotokoOs durchgefuhrt, j 

| | das zusammen mit der internationalen Anmeldung eingereicht wurde. I 

| | das vom Anmelder getrennt von der internationalen Anmeldung vorgelegt wurde, J 

| | dem jedoch keine Erktarung beigefugt war, daf3 der Inhalt des Protokotls nicht Ober den j 

Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung in der eingereichten Fassung hinausgeht. ' 

| 

P~| das von der Internationalen RecherchenbehcVde in die ordnungsgem&6e Form ubertragen wurde. 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

(Y] wird der vom Anmelder eingereichte Wortfaut genehmigt. 
[~] wurde der Wortlaut von der BehOrde wie foigt festgesetzt 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

JY1 wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt 

| | wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der Feld III angegebenen Fassung von dieser Behorde 

festgesetzt. Oer Anmelder kann der Internationalen Recherchenbehorde innerhalb eines Monats nach 
dem Oatum der Absendung dieses internationalen Recherchenberichts eine Stetlungnahme vortegen. 



6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentiichen: 

Abb. Nr. wie vom Anmelder vorgeschlagen j^] keine der Abb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Form Watt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1992) 



INTERNATlONALf^BECHERCHENBERICHT 



pnationales Aktenzetchen 

PCT/AT 98/00043 



A KLASSIFI2IERUNG OES ANMELOUNGSGEGENSTANOES 

IPK 6 C07K 14/755 A61K38/37 




Nach der International en Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und derlPK 




B. RECHERCHIERTE GEBIETE 




Recherchierter Mindestprufstoff (Ktassiftkationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 6 C07K A61K 


Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffenttichungen. soweil diese unter die recherchierten Gebiete faflen 


Wahrend der Internationale n Recherche konsultierte etektronische Datenbank (Name der Oatenbank und evtl. verwendete Suchbegrrffe) 


C. ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kategorie 0 


Bezeichnung der Veroffentlichung, so we it erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 


Betr. Anspruch Nr. 


X 


EP 0 600 480 A (SCLAV0 SPA ; AIMA OERIVATI 
SPA (IT)) 8.Juni 1994 
siehe Anspruche; Bei spiel 


1,5,6, 
8-17 


A 


WO 93 15199 A (RHONE POULENC RORER SA) 
5. August 1993 

siehe Anspruche; Bei spiel 7 


1,9 


A 


•W0 91 13093 A (BIO TECHNOLOGY GENERAL 
x CORP) 5. September 1991 
siehe Anspruche; Bei spiel 4 


1,9 


X 


EP 0 295 645 A (ZYM0GENETICS INC) 
21.0ezember 1988 

siehe Seite 5, Zeile 49 - Seite 6, Zeile 
3; Anspruche 10-13; Bei spiel 5 

-/~ 


1,9,10, 
13-16 


I )( I WeHere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Fetd C zu )( Siehe An hang Pate ntfamHie 
i I entnehmen ' ' 


• Besondere Kategorien von angegebenen Verottenttichurvgen T" Spate re VerottenUichung. die nach demtntemationaten Anrnetdedatum 

-A" Verdfferrtichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert. 2^h?J!£S? tSSfZ^SSSST^ ^t^S^n^d^r 
aber nicht als besondecs bedeutsam anzusehen ist AnmeWung nicht koflidiert sondem nur zum Ver^arKinis des der 

Erfindung zugrundeliegenden Pnnzips oder der ihr zugrunoe liege nd en 

"E" aJteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem international en Theorie angegeben ist 

Anrnetdedatum verdflentUcht worden tst ^ Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 

"L" Veroffentlichung. die geelgnet 1st. einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- kann atlein aufgrund dieser Verdffentlichung nicht ats neu Oder auf 
serve inen zu tassen, Oder durch die das VeroftervtUchungsdatum einer erftndenscher Tatigkeit beruhend betrachtet werden 
anderen Im Recherer^nbericht genannten Verof f ertlichung belegt werden ^ Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
son odor die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie kann nicht ate auf ertinderischer TaUgkeK beruhend betrachtet 
ausgefuhrt) werden, wenn die VerdffentOchung miteiner oder mohreren anderen 

"O* VerdffentUchung, die steh auf eine mundliche Offenbarung, Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
eine Benutzung, eine AussteUung oder andere MafJnahmen bezieht dies© Verbindung fur einen Fachmartn nahetiegend ist 

*P* Veroffentlichung. die vor dem intemationaten AnmeWedatum, aber nach - WJt . - w a ~«ih«„o, 

dem beansprucnten Pnoritatsdatum veroffentficht worden ist & Veroffentlichung. die Mitgfled dersetbenPatentfarrulie Ist 



Oat urn des Abschlusses der intemationaten Recherche 



24.Juni 1998 



Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 



03/07/1998 



Name und Postartschrift der International en Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
Nt_-2280HVRijswijk 
Tel. <+31*70) 340-2040. Tx. 31 651 epo-nJ. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



BevoHmacntigter Bediensteter 



Fuhr, C 



FonnWatt PCT/tSA/2tO (8latt 2) (Job 1992) 
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INTERN ATIONALEI 



JERCHENBERICHT 



p» m 



ies Akten^etcben 

98/00043 



C(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kalegorie* 



Bezetchnung der Veroffentttchung. soweit erforderitch unter Angabe der in Betracfit kommenden Tetle 



Betr. Anspruch Nr. 



P,X 



P.X 



WO 97 34930 A (IMMUNO AG ;FISCHER 8ERNHAR0 
(AT); MITTERER ARTUR (AT); 00RNER FRIE) 
25. September 1997 
siehe Anspruche; Beispiele 

WO 97 39033 A (IMMUNO AG ;SCH0ENH0FER 
WOLFGANG (AT); EIBL 00HANN (AT); WEBER 
ALFR) 23.0ktober 1997 
siehe Anspriiche; Beispiele 



1,9-16 



1,9-16 



Fofutftfan PCT/ISA/210 (Fonsettung von Blatt 2) (JUi 1992) 
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INTERNATIONAL* 

Angaben zu Verortentlichi^ 



^ECHERCHENBERICHT 

\ die zur selben Patentfamilie gehdren 



iter nation ales Aklenzeichen 

PCT/AT 98/00043 



(m Recherche nbericht 




Datum der 




Mitglied(er) der 




Datum der ' 


angefuhrtes Patentdokument 


VerOffentlichung 




Patentfamilie 




VerOffentlichung 


EP 0600480 


A 


08-06-1994 


IT 


1256622 


B 


12-12-1995 


Ti\j y o l *j t y y 


A 




FR 




A 
f\ 










EP 


0624195 


A 


17-11-1994 








FI 


943563 


A 


29-07-1994 








JP 


7503368 


T 


13-04-1995 


W0 9113093 


A 


05-09-1991 


AU 


645077 


B 


06-01-1994 








AU 


7496491 


A 


18-09-1991 








CA 


2077446 


A 


03-09-1991 








EP 


0517826 


A 


16-12-1992 








FI 


923935 


A 


02-09-1992 



EP 0295645 A 21-12-1988 US 5200510 A 06-04-1993 

OK 331488 A 17-12-1988 
JP 1100196 A 18-04-1989 



WO 9734930 A 25-09-1997 AT 403764 B 25-05-1998 

AT 49496 A 15-10-1997 



W0 9739033 A 23-10-1997 AT 403765 B 25-05-1998 

AT 66796 A 15-10-1997 



FoonMafl PCT/lSA/210 (Anhaog PatentfamilteXJuli 1992) 



VERTRAGTT&ER DIE INTERNATIONALE ZUSWKMENARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 



Absender: INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



An 

Sonn, Pawloy, Weinzinger, 


MITTEILUNG UBER DIE UBERMITTLUNG DES 
INTERNATIONALEN RECHERCHE NBERICHTS 
T\ ODER DER ERKLARUNG 

( 

[ 7 J (Regel44.1 PCT) s\ 


rawioy & Aige 
Riemergasse 14 
A - 1010 Wien 
AUSTRIA 


E 1 N G E LXKf G 
0 6. Jul; ]9M 

FR,SX 2,1.^. 






(Tag/Monat/Jahr) /I QQQ 

KJ^Ji \J ft 1 y y O 


Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

R 33814 


WEITERES VORGEHEN qiphp Punkt 1 nnri 4 nntpn 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/AT 98/00043 


Internationales Anmeldedatum 

(T ag/Monat/Jahr) 27 /Q2/ 1998 


Anmelder 






IMMUNO AKTIENGESELLSCHAFT et al . 





1 * LX] Dem Anmelder wird mitgeteilt, daG der internationaJe Recherchenbericht erstellt wurde und ihm hiermit ubermittelt wird. 
Einreichung von Anderungen und einer Erklarung nach Artikel 19: 

Der Anmelder kann auf eigenen Wunsch die Anspriiche der internationalen Anmeldung andern (siehe Regel 46): 

Bis wann sind Anderungen einzureichen? 

Die Frist zur Einreichung solcher Anderungen betragt ublicherweise zwei Monate ab der Ubermittlung des 
internationalen Recherchenberichts; weitere Einzelheiten sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

Wo send die Anderungen einzureichen? 

Unmittelbar beim Internationalen Buro der WIPO, 34, CHEMIN des Colombettes, CH-121 1 Genf 20 
Telefaxnr.: (41-22) 740.14.35 

Nan ere Hinweise sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

2 - [U Dem Anmelder wird mitgeteilt, daG kein internationaler Recherchenbericht erstellt wird und daB ihm hiermit die Erklarung nach 
Artikel 17(2)a) ubermittelt wird. 



I I Hinsichtlich des Widerspruchsgegen die Entrichtung einer zusatzlichen Gebuhr (zusatzlicher Gebuhren) nach Regel 40 2 wird 
1 — ' dem Anmelder mitgeteilt, daG 

der Widerspruch und die Entscheidung hieruber zusammen mit seinem Antrag auf Ubermittlung des Wortlauts sowohl des 
Widerspruchs als auch der Entscheidung hieruber an die Bestimmungsamter dem Internationalen Buro ubermittelt worden 
sind. 



□ 

□ 



noch keine Entscheidung uber den Widerspruch vorliegt; der Anmelder wird benachrichtigt, sobald eine Entscheidung 
getroffen wurde. 

4. Weiteres Vorgehen: Der Anmelder wird auf folgendes aufmerksam gemacht: 

Kurz nach Ablaut von 18 Monaten seit dem Prioritatsdatum wird die Internationale Anmeldung vom Internationalen Buro veroffent^ 
licht. WjlUler Anmelder die Veroffentlichung verhindern Oder auf einen spateren Zeitpunkt verschieben, so muG gemSR Regei 90 .f 
bzw. 90 .3 vor AbschluG der technischen Vorbereiiingen fur die Internationale Veroffentlichung eine Erklarung uber die Zurucknah- 
me der internationalen Anmeldung Oder desPrioritatsanspruchs beim Internationalen Buro eingehen. 

Innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum ist ein Antrag auf internationale vorlaufige Prufung einzureichen. wenn der 
Anmelder den Eintritt in die nationale Phase bis zu 30 Monaten seit dem Prioritatsdatum (in manchen Amtern sogarnoch linger) 
verschieben mochte. 

Innerhalb von 20 Monaten seit dem Prioritatsdatum muG der Anmelder die fur den Eintritt in die nationale Phase vorgeschriebenen 
Handlungen vor alien Bestimmungsamtern vornehmen, die nicht innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum in der 
Anmeldung Oder einer nachtraglichen Auswahterkiarung ausgewahlt wurden Oder nicht ausgewahlt werden konnten, da fur sie 
Kapitel II des Vertrages nicht verbindlich ist. 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehdrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 

Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 

Dominique Parijs 



Formbiatt PCT/ISA/220 (Januar 1994) 



ANMERKUNGEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 



Oiese Anmerkungen sollen grundlegende Hinweise zur Einreichung von Anderungen gemafi Artikel 19 geben. Diesen Anmerkungen 
liogen die Erfordernrsse des Vertrags Obor die intemationale Zusammenarbeit auf dem Go bet des Patentwesens (PCT) ( der Ausfuhrungs 
ordnung und der VerwaitungsrichHinien zu diesem Vertrag zugrunde. Bei Abweichungen zwischen diesen Anmerkungen und 
obengenannten Texten sind letztere maftgebend. Nahere Einzelheiten sind dem PCT-Leitfaden fur Anmelder, einer Verfiffentlichung der 
WIPO, zu errtnehmen. 

Die in diesen Anmerkungen verwendeten Begriffe •Artikel", "Regel" und "Abschnitt" beziehen sich jeweils auf cfie Bestimmungen des 
PCT-Vertrags, der PCT-Ausfuhrungsordnung bzw. der PCT-VerwaJtungarichtlinien. 

HINWEISE ZU ANDERUNGEN GEMASS ARTIKEL 19 

Nach ErhaJt des international en Recherchenberichts hat der Anmelder die Mdglichkeit, einmal die AnsprOche der intemationalen 
An m el dung zu an dem. Ea ist jedoch zu betonen, daft, da aJle Teile der intemationalen An m el dung (AnsprOche, Beschreibung und 
Zeichnungen) wan rend des intemationalen vorlaufigen PrOfungsverfahrens geandert warden k6nnen, normalerweise keine Nlotwendigkeit 
besteht, Anderungen der Anspruche nach Artikel 1 9 einzureichen, au3er wenn der Anmelder z.B. zum Zwecke eines vorlaufigen 
Schutzes die Veroffentlichung cfieser Anspruche wunscht oder ein anderer Grund fur eine An de rung der AnsprOche vor ihrer intemationa- 
len Veroffentlichung vorliegt. We it e mi n ist zu beach ten, dafl ein voriaufiger Schutz nur in einigen Staaten erhaitlich ist. 



Wei che Telle der Intemationalen Anmeldung konnen geandert werden? 

Im Rahmen von Artikel 19 konnen nur die Anspruche geandert werden. 

In der intemationalen Phase k6nnen die AnsprOche auch nach Artikel 34 vor der mit der intemationalen vorlaufigen PrOfung beauf- 
tragten Be horde geandert (oder nochmals geandert) werden. Die Beschreibung und die Zeichnungen konnen nur nach Artikel 34 
vor der mrt der international en vorlaufigen PrOfung beauftragten Behorde geandert werden. 

Beim Eintritt in die nationaJe Phase konnen alle Teile der inter national en Anmeldung nach Artikel 28 oder gegebenenfalls Artikel 
41 geandert werden. 



Bis wann sind Anderungen einzureichen? 

InnerhaJb von zwei M on at en ab der Obermtttlung des intemationalen Recherchenberichts oder innerhalb von sechzehn Monaien ab 
dem PrioritAtadatum, )e nach dem, welch e Frist spater ablauft Die Anderungen gotten jedoch als rechtzeitig eingereicht, wenn sie 
dem Intemationalen BOro nach Ablauf der maftgebenden Frist, aber noch vor AbschluB der technischen Vorberertungen fOr die 
intemationale Veroffentlichung (Regel 46.1) zugehen. 



Wo sind die Anderungen nicht einzureichen? 

Die Anderungen k6nnen nur beim Intemationalen BOro, nicht aber beim Anmeldeamt oder der Intemationalen Recherchenbehdrde 
eingereicht warden (Regel 46.2). 

Falls ein Antrag auf intemationale vorlaufige PrOfung etngereicht wurde/wird, siehe unten. 

In w etcher Form konnen Anderungen erfolgen? 

Eine Anderung kann erfolgen durch Streichung eines oder mehrerer ganzer AnsprOche, durch HinzufOgung eines oder mehrerer 
neuer AnsprOche oder durch Anderung des Wortfauts eines oder mehrerer AnsprOche in der eingereichten Fassung. 

FOr jedes Anapruchsblatt, das sich aufgrund einer oder mehrerer Anderungen von dem ursprOnglich eingereichten Blatt 
unterscheidet, ist ein ErsatzWatt einzureichen. 

Alle AnsprOche, die auf einem Ersatzblatt erscheinen, sind mit arabischen Ziffem zu numeneren. Wird ein Anspruch gestrichen, so 
brauchen, die anderen AnsprOche nicht neu numeriert zu werden. Im Fall einer Neunumerierung sind die AnsprOche forttaufend zu 
numeneren (VerwaJtungsriohtlinien, Abschnitt 205 b)). 

Die Anderungen sind In der Sprache abzufassen, In der dielntematlonale Anmeldung verdffentllcht wird. 



Weiche Untertagen sind den Anderungen beizufQgen? 
Beglertschreiben ( Abschnitt 205 b)): 

Die Anderungen sind mrt einem Begleitschreiben einzureichen. 

Das Begleitschreiben wird nicht zusammen mrt der intemationalen Anmeldung und den geanderten AnsprOchen veroffentlicht. Es 
ist nicht zu verwechseln mit der "Erida/ung nach Artikel 19(1)" (siehe unten, "ErWarung nach Artikel 19 (1)"). 

Das Begleitschreiben Ist nach Wahl des Anmelders in englischer oder franzdsischer Sprache abzuf assen. Bei engllschspra- 
chlgen Intemationalen Anmeldungen ist das Begleitschreiben aber ebenfalls In englischer, be) franzdsischsprachigen Inter- 
natlonalen Anmeldungen in franzdslscher Sprache abzufassen. 



Anmerkungen zu Fonnblatt PCT/ISA/220 (Blatt 1) (Januar 1994) 




ANMERKUNGEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 (Forts tzung) 

Im Begleitschreiben sind die Unterschiede zwischen den AnsprOchen in der eingereichten Fassung ur>d den geanderten AnsprOchen 
anzugeben. So rat insbesondere zu jedem Anspruch in dor internationalen Anmeldung anzugeben (gleichlautende Angaben zu 
verschiedenen Anspruch en kfinnen zusammengefaftt werden), ob 

i) der Anspruch unverandert tst; 

ii) der Anspruch gestrichen word en ist; 

iii) der Anspruch neu ist; 

iv) der Anspruch einen oder mehrere Anspruch e in der eingereichten Fassung ersetzt; 

v) der Anspruch auf die Teiiung eines Anapruchs in der eingereichten Fassung zurOckzufuhren ist. 



Im folgenden sind BeJspfele angegeben, wie And ©run gen lm Begleitachreiben zu ertautem slnd: 

1. [Wenn anstelle von ursprunglich 48 AnsprOchen nach der An de rung einiger Anspruche 51 AnsprOche existierenj 
^ , ^ n3p ! l i < ; h9 1 29 ' 31 • 32 ' ^ 3 s ' 37 *** 48 werden durch geanderte AnsprOche gleicher Numerierung ersetzt; AnsprOche 
30, 33 und 36 unverandert, neue Anspruche 49 bis 51 hinzugefOgt." 

2. {Wenn anstelfe von ursprOnglich 1 5 Anspruchen nach der Anderung aller Anspruche 1 1 Anspruche existieren]- 
"Geanderte AnsprOche 1 bis 11 treten an die Stelle der AnsprOche 1 bis 15." 

3. (Wenn ursprunglich 14 AnsprOche existierten und die Andenjngen darin bestehen, dafl einige Anspruche gestrichen werden und 
neue AnsprOche hinzugefOgt werden]: 

AnsprOche 1 bis 6 und 14 unverandert; AnsprOche 7 bis 13 gestrichen; neue AnsprOche 15, 16 und 1 7 hinzugef0gt."Oder" An- 
sprOche 7 bis 13 gestrichen; neue AnsprOche 15, 16 und 17 hinzugefOgt; alle Qbrigen Anspruche unverandert * 

4. [Wenn verschiedene Arten von Anderungen durchgefuhrt werden]; 

•AnsprOche 1-10 unverandert; AnsprOche 1 1 bis 13, 18 und 19 gestrichen; AnsprOche 1 4, 15 und 16 durch geanderten An- 
spruch 14 ersetzt; Anspruch 1 7 in geanderte Anspruche 15, 16 und 1 7 unterteilt; neue AnsprOche 20 und 21 hinzugefOgt." 

-Erklarung nach Artikel 19(1)** (Regal 46.4) 

Den Anderungen kann erne Erklarung beigefQgt werden, mit der die Anderungen eriautert und ihre Auswirkungen auf die 
Beschreibung und die Zeichnungen dargelegt werden (die nicht nach Artikel 19 (1) geandert werden konnen). 

Die Erklarung wird zusammen mrt der internationalen Anmeldung und den geanderten Anspruchen verfifferrtlicht. 
Sie 1st In der Sprache abzufassen, In der die internationalen Anmeldung verdffentllcht wird. 

Sie mu8 kurz gehaften sein und darf, wenn in englischer Sprache abgefaBt oder ins Englische Obersetzt. nicht mehr als 500 
Wfirter umfassen 

Die Erklarung ist nicht zu verwechseln mit dem Begleitschreiben, das auf de Unterschiede zwischen den AnsprOchen in der 
eingereichten Fassung und den geanderten Anspruchen hinweist, und ersetzt letzteres nicht. Sie ist auf einem gesonderten Blatt 
einzureichen und in der Uberschrift als solche zu kennzeichnen, vorzugsweise mit den Worten "ErWarung nach Artikel 19 (1)". 

Die Erklarung darf keine herabsetzenden AuBerungen uber den internationalen Recherchenbericht oder o5e Bedeutung von in dem 
Bencht angefOhrten VenSffentlichungen enthalten. Sie darf auf im internationalen Recherchenbericht angefQhrte Ver6ffentlichun- 
gen, ale sich auf einen bestimrrtten Anspruch beziehen, nur im Zusammenhang mit einer Anderung dieses Anspruchs Bezug 
nehmen. 



Auswirkungen eines bcrefts gestellten Antrags auf fnternatfonafevoriSuflge PrOfung 

Ist zum Zeitpunkt der Einreiohung von Andenjngen nach Artikel 19 bereits ein Antrag auf intemationale voriaufige PrOfung 
gestellt worden, so soilte der Anmelder in seinem Interesse gleichzeitig mit der Einreichung der Andenjngen beim Intemation alen 
BOro auch eine Kopie der Anderungen bei der mit der intemationafen vorlaufigen PrOfung beauftragen Be horde einreichen (siehe 
Regel 62.2 a), erster Satz). 



Au^jwlrkungen von Anderungen hlnslchtllch der Obersetzung derintemationalen Anmeldung beim Eintritt In die 
natlonale Phase 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, da 6 bei Eintritt in die nationaJe Phase mfiglicherweise an start oder zusatzlich zu der Ober- 
setzung der AnsprOche in der eingereichten Fassung eine Obersetzung der nach Artikel 19 geanderten AnsprOche an die 
bestimmten/ausgewahtten Amter zu Obermitteln ist. 

Nahere Einzelbeiten Ober die Erfordemisse jedes bestimmten/ausgewahtten Amts sind Band II des PCT-Leitfadens fur Anmelder 
Zu ent nehmen. 



Anmerkungen zu Formblatt PCT/ISA/220 (Blatt 2) (Januar 1994) 



VERTRAGTJBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

R 33814 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend. nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/ AT 98/00043 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

27/02/1998 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

27/02/1997 


Anmelder 

IMMUNO AKTIENGESELLSCHAFT et al . 





Dieser international Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde ersteilt und wird dem Anmelder gemaR 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 



Dieser internationale Recherchenbericht umfaftt insgesamt 3 



. Blatter. 



fx] Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Bestimmte Anspruche haben sich als nichtrecherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

2. Q Mangefnde Einheitlichkeit der Erfindung(siehe Feld II). 

3. Q In der internationalen Anmeldung ist ein Protokoll einer Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz offenbart; die internationale 

Recherche wurde auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt, 

| | das zusammen mit der internationalen Anmeldung eingereicht wurde. 

| | das vom Anmelder getrennt von der internationalen Anmeldung vorgelegt wurde, 

| | dem jedoch keine Erklarung beigefugt war, daf3 der Inhalt des Protokoils nicht uber den 

Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung in der eingereichten Fassung hinausgeht. 

| | das von der Internationalen Recherchenbehorde in die ordnungsgemaBe Form ubertragen wurde. 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

fx] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt. 



5. Hinsichtlich der Zusammen fas sung 

[Y] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

| | wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der Feld III angegebenen Fassung von dieser Behorde 

festgesetzt. Der Anmelder kann der Internationalen Recherchenbehorde innerhalb eines Mpnats nach 
dem Datum der Absendung dieses internationalen Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 



Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: 

Abb. Nr. wie vom Anmelder vorgeschlagen [^] keine der Abb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
[ | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1992) 



INTERNATIONAL 



ECHERCHENBERICHT 



"iH^ationales Aktenzeichen 

PCT/AT 98/00043 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 C07K14/755 A61K38/37 



Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und derlPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 6 C07K A61K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsuftierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* 



Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



EP 0 600 480 A (SCLAV0 SPA ; AIMA DERIVATI 
SPA (IT)) 8.Juni 1994 
siehe Anspruche; Beispiel 

W0 93 15199 A (RHONE POULENC R0RER SA) 
B.August 1993 

siehe Anspruche; Beispiel 7 

W0 91 13093 A (BIO TECHNOLOGY GENERAL 
CORP) B.September 1991 
siehe Anspruche; Beispiel 4 

EP 0 29B 646 A (ZYM0GENETICS INC) 
21.Dezember 1988 

siehe Seite S, Zeile 49 - Seite 6, Zeile 
3; Anspruche 10-13; Beispiel B 

-/~ 



1,5,6, 
8-17 



1,9 



1,9 



1,9,10, 
13-16 



SWeitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



|X I Siehe Anhang Patentfamilie 



Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 
"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsamanzusehen ist 

'E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

'L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, Oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 
eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 
•P M Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



'T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betracht et werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung miterner oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

"&" Veroffentlichung, die Mitglied derselbenPatentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



24.Juni 1998 



Name und Postanschritt der Internationalen Recherchen be horde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 



03/07/1998 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Fuhr, C 
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INTERNATIONAL 



ECHERCHENBERICHT 



Rationales Aktenzeichen 

Td/AT 98/00043 



C-(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



p.x 



p.x 



WO 97 34930 A (IMMUNO AG ;FISCHER BERNHARD 
(AT); MITTERER ARTUR (AT); DORNER FRIE) 
25 . September 1997 
siehe Anspruche; Beispiele 

WO 97 39033 A ( IMMUNO AG ;SCH0ENH0FER 
WOLFGANG (AT); EIBL JOHANN (AT); WEBER 
ALFR) 23.0ktober 1997 
siehe Anspruche; Beispiele 



1,9-16 



1,9-16 



Fomnbtatt PCT/1SA/210 (FotlseGung von Btatt 2) (Juli 1992) 
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INTERN ATlONALER^BpHERCHENBERICHT 

Angaben zu Veroffentlichungen^re zur selben Patentfamilie gehoren 



1 



ationales Aktenzeichen 

UT/AT 98/00043 



Im Recherchenbericht 


Datum der 


Mitgiied(er) der 


Datum der 


angefuhrtes Patentdokument 


VerOffentlichung 


Patentfamilie 


Verdffentlichung 



EP 0600480 



08-06-1994 



IT 



1256622 B 



12-12-1995 



WO 9315199 A 05-08-1993 FR 2686899 A 06-08-1993 

EP 0624195 A 17-11-1994 

FI 943563 A 29-07-1994 

JP 7503368 T 13-04-1995 



WO 9113093 A 05-09-1991 AU 645077 B 06-01-1994 

AU 7496491 A 18-09-1991 

CA 2077446 A 03-09-1991 

EP 0517826 A 16-12-1992 

FI 923935 A 02-09-1992 



EP 


0295645 


A 


21- 


■12- 


■1988 


US 


5200510 


A 


06-04-1993 














DK 


331488 


A 


17-12-1988 














JP 


1100196 


A 


18-04-1989 


WO 


9734930 


A 


25- 


■09- 


1997 


AT 


403764 


B 


25-05-1998 














AT 


49496 


A 


15-10-1997 


WO 


9739033 


A 


23- 


10- 


1997 


AT 


403765 


B 


25-05-1998 














AT 


66796 


A 


15-10-1997 



Formblatt PCT/ISA/210 (Anhang Patentfamilie){Juli 1992) 



TENT COOPERATION TRE^W 



WO 98/38220 
PCT/AT98/00043 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF THE 
COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL 
APPLICATION TO THE DESIGNATED OFFICES 

(PCT Rule 47.1(c), first sentence) 


To: 

SONN, Helmut 
Riemergasse 14 
A-1010 Wien 
AUTRICHE 


Date of mailing (day/month/year) 

03 September 1 998 (03.09.98) 




Applicant's or agent's file reference 
R 33814 


IMPORTANT NOTICE 


International application No. 
PCT/AT98/00043 


International filing date (day/month/year) 
27 February 1998 (27.02.98) 


Priority date { day/month/year) 

27 February 1997 (27.02.97) 


Applicant 

IMMUNO AKTIENGESELLSCHAFT et al 



1 . Notice is hereby given that the International Bureau has communicated, as provided in Article 20, the international application 
to the following designated Offices on the date indicated above as the date of mailing of this Notice: 

AU3R,CA,EP,lL e JPJsJO,PL,US 

is u " ■ ^ ~ ' ^ 

in accordance with Rule 47.1 (c), third sentence, those Offices will accept the present Notice as conclusive evidence that 
the communication of the international application has duly taken place on the date of mailing indicated above and no copy 
- of the international application is required to be furnished by the applicant to the designated Office(s). 

2. The following designated Offices have waived the requirement for such a communication at this time: 

CZ f HU,MX v RLLSI,SK 



The communication will be made to those Offices only upon their request. Furthermore, those Offices do not require the 
applicant to furnish a copy of the international application (Rule 49.1 (a-bis)). 

3. Enclosed with this Notice is a copy of the international application as published by the International Bureau on 
\J 03 September 1998 (03.09.98) under No. WO 98/38220 

REMINDER REGARDING CHAPTER II (Article 31(2)(a) and Rule 54.2) 

If the applicant wishes to postpone entry into the national phase until 30 months (or later in some Offices) from the priority 
date, a demand for international preliminary examination must be filed with the competent International Preliminary 
Examining Authority before the expiration of 19 months from the priority date. 

It is the applicant's sole responsibility to monitor the 19-month time limit. 

Note that only an applicant who is a national or resident of a PCT Contracting State which is bound by Chapter II has the 
right to file a demand for international preliminary examination. 



REMINDER REGARDING ENTRY INTO THE NATIONAL PHASE (Article 22 or 39(1)) 

If the applicant wishes to proceed with the international application in the national phase, he must, within 20 months 
or 30 months, or later in some Offices, perform the acts referred to therein before each designated or elected Office. 

For further important information on the time limits and acts to be performed for entering the national phase, see the 
Annex to Form PCT/IB/301 (Notification of Receipt of Record Copy) and Volume II of the PCT Applicant's Guide. 



The International Bureau of WIPO 


Authorized officer 


34, chemin des Colombettes 


J. Zahra 


1211 Geneva 20, Switzerland 




Facsimile No. (41-22) 740.14.35 


Telephone No. (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/308 (July 1996) 2216866 



TENT COOPERATION TRE^/ 



PCT/AT98/00043 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

INFORMATION CONCERNING ELECTED 
OFFICES NOTIFIED OF THEIR ELECTION 

(PCT Rule 61.3) 



Date of mailing (day/month/year) 
09 October 1998 (09.10.98) 



Applicant's or agenf s file reference 
R 33814 




IMPORTANT INFORMATION 



International application No. 
PCT/AT98/00043 


International filing date (day/month/year) 

27 February 1998 (27.02.98) 


Priority date (day/month/year) 

27 February 1997 (27.02.97) 


Applicant 

IMMUNO AKTIENGESELLSCHAFT et al 



1. The applicant is hereby informed that the International Bureau has, according to Article 31(7), notified each of the following 
Offices of its election: 

National :AU,BRXA,CZJLJP,NO,PL,RU,SK,US 

2. The following Offices have waived the requirement for the notification of their election; the notification will be sent to them 
by the International Bureau only upon their request: 

National :HU,MX,SI 

3. The applicant is reminded that he must enter the "national phase" before the expiration of 30 months from the priority date 
before each of the Offices listed above. This must be done by paying the national fee(s) and furnishing , if prescribed, a 
translation of the international application (Article 39{1)(a)), as well as, where applicable, by furnishing a translation of any 
annexes of the international preliminary examination report (Article 36(3)(b) and Rule 74.1). 

Some offices have fixed time limits expiring later than the above-mentioned time limit. For detailed information about the 
applicable time limits and the acts to be performed upon entry into the national phase before a particular Office, see Volume II 
of the PCT Applicant's Guide. 

The entry into the European regional phase is postponed until 31 months from the priority date for all States designated for 
the purposes of obtaining a European patent. 





Authorized officer: 


The International Bureau of WIPO 




34, chemin des Colombettes 


Jocelyne Rey-Millet^+v^ 


121 1 Geneva 20, Switzerland 


Facsimile No. (41-22) 740.14.35 


Telephone No. (41 -22) 338.83.38 



Form PCT/IB/332 (September 1997) 



2276523 



tlNGELANGT 

1 3. Juli 1998 
pp»st, 



PCT/AT98/00043 



PATENT COOPERATION TREAT 

From the INTERNATIONAL BUREAU 



POT 



NOTIFICATION OF THE RECORDING 
OF A CHANGE 

(PCT Rule 92bis.1 and 
Administrative Instructions, Section 422) 



To: 



SONN, Helmut 
Riemergasse 14 
A-1010 Wien 
AUTRICHE 



Dat of mailing (day/month/year) 
06 July 1998 (06.07.98) 




Applicant's or agent's file reference 
R 33814 


IMPORTANT NOTIFICATION 


Int rnational application No. 
PCT/AT98/00043 


intei ticicionai filing daie (day/morith/yeai ) 

27 February 1998 (27.02.98) 



1. The following indications appeared on record concerning: 

X the applicant X the inventor | j the agent [ J the common representative 


Name and Address 

LINNAU, Yendra 
Lavendelweg 24 
A-1224 Wien 
and .. 

SCHONHOFER, Wolfgang 
Ringelnatzgasse 5/C1 
A-3100 St. Polten: Austria 


State of Nationality 
AT 


State of Residence 
AT 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning: 
| | the person | | the name | | the address | | the nationality | | the residence 


Name and Address 


State of Nationality 


State of Residence 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


3. Further observations, if necessary: 

The applicants/inventors identified in Box 1. should be deleted of record. 


4. A copy of this notification has been sent to: 

X the receiving Office * | | the designated Offices concerned 
| X | the International Searching Authority | | the elected Offices concerned 
| | the International Preliminary Examining Authority | | other: 





Th Int rnational Bureau fWIPO 
34, ch mindesCol mbett s 
1211 G neva20, Swrtz riand 

Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Authorized officer ^^s' 
Jocelyne Rey-MiUet^^^y^ 

Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/306 (March 1994) 



002116817 




RlEMERGASSE 14 * A-1010 WlEN • OSTERREICH 



TELEFON: (+43 1) 512 84 05 ■ TELEFAX: (+43 1) 512 98 05 

E-MAIL: OFFICE@SONN.AT 



Einschreiben ! 



DlPL-lNG. GUSTAV WOLFRAM t (1998) 
DR.PHIL. HEINRICH PAWLOY 

Dipl. -In g. Helmut Sonn 

DlPL-lNG. ARNULF WEINZINGER 

DIPL.-ING. Peter Pawloy 
Mag.Dr.rer.nat. Daniel Alge 



The International Bureau of WIPO 



34, chemin des Colombettes 
CH-1211 Geneva 20 
Switzerland 



Wien, 16. Juni 1999 



Internationale Patentanmeldung Nr. PCT/AT98/00043 (WO 98/38220) 
IMMUNO AKTIENGESELLSCHAFT et al . 
Unser Zeichen: R 33814/Bi 



Unter Bezugnahme auf unser Schreiben vom 16. Juni 1999 wird ge- 
beten, die Adresse des Erfinders und ( Mit- ) Anmelders fur USA, 
Bernhard FISCHER, korrekterweise in 

WilhelminenstraBe 95/C/17 
A-1160 Wien (AT) 

zu Sndern. Leider wurde im Schreiben vom 16. Juni die Strasse 
f ehlerhaf t angegeben . 

Es wird gebeten, diese Anderung gemaB Regel 92bis vorzunehmen 
bzw. urn dringende Ubersendung der amtlichen Bestatigung uber die 
erfolgte Anderung wird gebeten. 

Ferner wird gebeten, das Einlangen dieser Sendung zu bestatigen. 




DVR: 0795232 



Bank Austria, Wien. BLZ 20151 , Konto Nr. 697-255-800 - Citibank New York, Area Code 021 000089, Account No. 96558489 
Bankhaus Lfibbecke & Co., Munchen. BLZ 700 305 00, Konto Nr. 00.161 861 .00 
UID-NR./VAT-NO. ATU 10 46 94 01 



VERTRAG UBdBblE INTERNATIONALE ZUSAM^NARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 



Absender: MIT DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNG BEAUFTRAGTE BEHORDE 



An: 

SONN, Helmut 
Riemergasse 14 
A-1010 Wien 
AUTRICHE 



PCT 



MITTEILUNG UBER DIE UBERSENDUNG 
DES INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNGSBERICHTS 

(Regel71.1 PCT) 



Absendedatum 
(T ag/MonaVJahr) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
R 33814 


WICHTTGE MfTTEILUNG 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/AT98/00043 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
27/02/1998 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
27/02/1997 


Anmelder 

IMMUNO AKTIENGESELLSCHAFT et al. 



1 . Dem Anmelder wird mitgeteilt, da8 ihm die mit der intemationalen vorlaufigen Pruf ung beauftragte Behorde 
hiermit den zu der intemationalen Anmeldung erstejlten intemationalen vorlaufigen Pruf ungsbericht, 
gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen, ubermrttelt. 



2. Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen - dem Intemationalen Buro zur 
Weiterleitung an alle ausgewahlten Amter ubermrttelt. 



3. Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Internationale Buro eine Ubersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der Anlagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt ubemiitteln. 



4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtem noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Ubersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro im Formblatt PCT/IB/301 ubermittelte Information). 



1st einem ausgewahlten Amt eine Ubersetzung der intemationalen Anmeldung zu ubermitteln, so muB diese 
Ubersetzung auch Ubersetzungen aller Anlagen zum intemationalen vorlaufigen Pruf ungsbericht enthalten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Ubersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtem 
direkt zuzuleiten. 



Weitere Einzelheiten zu den maGgebenden Fristen und Erfordemissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu entnehmen. 



Name und Postanschritt der mit der intemationalen PrQfung 
beauftragten Behorde 



Europaisches Patentamt 
D-80298 Munchen 

Tel. (+49-89) 2399-0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: (+49-89) 2399-4465 



BevoJImachtigter Bediensteter 
Peralt Lappas, R 

Tel. (+49-89) 2399-8052 



Formblatt PCT/IPEA/416 (Juli 1992) 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
R 33814 


siehe Mittetlung uber die Gbersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN voriaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/AT98/00043 


Internationales An meldedatum (Tag/Mona t/Jahr) 
27/02/1998 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
27/02/1997 


Internationale Patentklassification (IPK) oder r 
C07K1 4/755 


lationale Klassifikation und IPK 


Anmelder 

IMMUNO AKTIENGESELLSCHAFT et al. 



1 . Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationale voriaufigen Prufung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaG Artikel 36 Qbermitteit. 



2. Dieser BERICHT umfaGt insgesamt 5 Blatter einschlieGlich dieses Deckblatts. 

& AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, AnsprQchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Beh6rde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 3 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

III □ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV □ Mangelnde Einhertlichkeit der Erfindung 

V El BegrQndete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 

gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI E3 Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII □ Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Vill Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
19/09/1998 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

2a<&99 


Nam und Postanschrift der mit der internationalen voriaufigen 
Prdfung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt 
/3Jl Q-80298 Munchen 

Tel. (+49-89) 2399-0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: (+49-89) 2399-4465 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Halle, F ({ J 

Tel. Nr. (+49-89) 2399 8537 



Formblatt PCT/I PEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/AT98/00043 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 bin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weif sie keine Anderungen enthalten.); 

Beschreibung, Seiten: 

1-18 ursprungliche Fassung 



Patentanspruche, Nr.: 

1-16 eingegangen am 19/09/1998 mit Schreiben vom 17/09/1998 

Zeichnungen, Blatter: 

1/2,2/2 ursprungliche Fassung 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgef alien: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 



3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 



4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und d r 
gewerblichen Anwendbarkert; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-16 

Nein: Anspruche 

Erf inderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-16 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-16 

Nein: Anspruche 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Fekter I- VIII, Blatt 1) (Januar 1994) 



1NTERNATIONALER VORLAURGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/AT98/00043 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VI. Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

1. Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 
und / oder 

2. Nicht-schriftliche Offenbarungen (Regel 70.9) 
siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen Oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 

siehe Beiblatt 



Formbiatt PCT/IPEA/409 (FekJer l-VIII, Blatt2) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/AT98/00043 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt V 

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde (siehe insbesondere 
Beschreibung, Seite 3, Absatze 2-5) ein Verfahren und den daraus resultierenden 
Faktor VIII/vWF-Komplex mit einer verbesserten spezifischen Aktivitat und 
Stabilitat zur Verfugung zu stellen. Diese Aufgabe wurde mittels einem Verfahren, 
gekennzeichnet durch einen Kationenaustauscher und eine stufenweise Elution, 
gelost. Urn die verbesserte spezifische Aktivitat zu erlangen sollten bei der 
Gewinnung des Komplexes niedermolekulare vWF-Multimere abgetrennt werden; 
die dadurch erhaltenen Komplexe sind gekennzeichnet durch ihre mit 
uberwiegend hochmolekularen vWF-Multimeren zusammengesetzte Struktur und 
den davon ausgehenden Effekt der erhohten spezifischen vWF- Aktivitat. 
AuBerdem werden durch dieses Verfahren kontaminierende Substanzen entfernt 
die ublicherweise in Plasmafraktionen enthalten sind. 

Im Hinblick auf den Stand der Technik wird dem Gegenstand der Anspruche 1-16 
Neuheit und erfinderische Tatigkeit anerkannt (Artikel 33(2)(3), Regel 64.1, 65 
PCT). Das vorliegende Verfahren und Produkt gekennzeichnet durch den 
Kationenaustauscher, die stufenweise Elution und die hochmolekularen vWF- 
Multimeren sind nicht durch den Stand der Technik vorweggenommen und auch 
nicht fur die Fachperson als naheliegend anzusehen. 

Diesem Bericht liegt die Annahme zugrunde, daB alle Anspruche die Prioritat des 
Anmeldetags des Prioritatsdokuments genieBen: in diesem Fall gehoren WO 
97/34930 und WO 97/39033, gekennzeichnet im internationalen 
Recherchenbericht als P,X-Dokumente, nicht zum Stand der Technik (siehe auch 
Punkt VI). 

Zu Punkt VI 

Auf WO 97/34930 und WO 97/39033 wird nach Regel 70.10 PCT hingewiesen. 
Zu Punkt VIII 

Die in den unabhangigen Anspruchen benutzten Ausdrucke "insbesondere" und 



Formblatt PCTVBei Watt/409 (Blatt 1) (EPA- April 1997) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/AT98/00043 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



"im wesentlichen frei von" lassen den Leser uber die Bedeutung der betreffenden 
angefuhrten technischen Merkmale im Ungewissen. Der Gegenstand fur den 
Schutz begehrt wird sowie die Abgrenzung der Erfindung gegenuber dem Stand 
der Technik scheinen daher nicht klar genug aus diesen Anspruchen hervor zu 
gehen (Artikel 6 und Regel 6.3 PCT). 

Das im Recherchenbericht genannte Dokument EP-A-0 295 645, aus dem sich 
der zugrundeliegende Stand der Technik ergibt, ist nicht in der Beschreibung 
angegeben (Regel 5.1(a)(ii) PCT). 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 2) (EPA- April 1997) 



Ersatzblatt 



- 19 - 



PCT/AT 98/00043 



Patentanspriiche : 

1. Verfahren zur Gewinnung von Faktor VIII/vWF-Komplex, dadurch 
gekennzeichnet , daS Faktor VIII/vWF-Komplex aus einer Proteinlo- 
sung an einen Kationenaustauscher gebunden und durch stufenweise 
Elution Faktor VIII/vWF-Komplex, der insbesondere hochmolekulare 
vWF-Multimere enthalt, gewonnen wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS Faktor 
VIII/vWF-Komplex bei einer Salzkonzentration von <; 250 mM an 
einen Kationenaustauscher gebunden wird und Faktor VIII/vWF- 
Komplex, enthaltend niedermolekuare vWF-Multimere , Faktor VIII 
frei von plattchenagglutinierender vWF-Aktivitat und Faktor 
VIII :C bei einer Salzkonzentration zwischen ;> 250 mM und <; 300 
mM eluiert und gewonnen wird. 

3.. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafi 
Faktor VIII/vWF-Komplex, enthaltend insbesondere hochmolekulare 
vWF-Multimere, durch stufenweise Fraktionierung bei einer Salz- 
konzentration von ;> 300 mM, vorzugsweise s 350 mM gewonnen wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dafi eine 
Faktor VIII/vWF-Komplex-haltige Fraktion gewonnen wird, die ins- 
besondere frei ist von niedermolekularen vWF-Multimeren. und vWF- 
Abbauprodukten, nicht-komplexierten, oder schwach an vWF gebun- 
denem Faktor VIII und kontaminierenden Nukleinsauren. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS die Elution der Polypeptide vom Kationenaustau- 
scher in einem Puffersystem mit einem pH-Wert im Bereich zwi- 
schen 4,5 und 8,5, vorzugsweise s 7,1 und <; 8,5 erf olgt . 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS der Kationenaustauscher ein Sulfopropyl- oder 
Carboxymethyl-Gruppen konjugierte Trager ist. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS ein Faktor VIII/vWF-Komplex enthaltend insbeson- 
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PCT/AT 98/00043 



dere hochmolekulare vWF-Multimere gewonnen wird. 

8 . Verf ahren nach einem der Anspruche 1 bis 7 dadurch gekenn- 
zeichnet, daS Faktor VIII/vWF-Komplex aus Plasma, einer Plasma - 
fraktion, Kryoprazipitat , dem zellfreien Uberstand oder Extrakt 
einer rekombinanten Zellkultur, oder einer angereicherten Prote- 
infraktion gewonnen wird. 

9. Faktor VIII/vWF-Komplex, enthaltend insbesondere hochmoleku- 
lare vWF-Multimere, erhaltlich aus einer Faktor VIII/vWF-halti- 
gen Losung durch Kationenaustauscherchromatographie . 

10. Faktor VIII/vWF-Komplex nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS er insbesondere frei ist von niedermolekularen 
vWF-Mul timer en, inaktiven vWF-Abbauprodukten und Faktor VIII 
frei von plattchenagglutinierender vWF-Aktivitat und von Faktor 
VIIIa-Aktivitat . 

11. Faktor VIII/vWF-Komplex nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS er eine spezifische vWF-Aktivitat von mindestens 
6 6 U/mg Protein und eine spezifische Faktor VIII-Aktivitat von 
mindestens 500 U/mg Protein auf weist . 

12. Faktor VIII :C im wesentlichen frei von plattchenagglutinie- 
render vWF-Aktivitat, erhaltlich aus einer Faktor VIII/vWF-hal- 
tigen Losung durch Kationenaustauscherchromatographie und stu- 
fenweise Elution bei einer Salzkonzentration zwischen s 200 mM 
und <; 3 00 mM. 

13. -Preparation enthaltend Faktor VIII/vWF-Komplex oder Faktor 
VIII :C gemaS einem der Anspruche 11 oder 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi sie virussicher und frei von infektiosem Material 
ist . 

14. Preparation nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet , daS 
sie in einer lagerstabilen Form vorliegt. 

15. Preparation nach einem der Anspruche 13 oder 14, dadurch ge 
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kennzeichnet , daS sie als pharmazeutisches Praparat formuliert 
ist. 

16. Verwendung einer Preparation nach einem der Anspruche 13 bi 
15 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Pa- 
tienten mit Hamophilie A, phanotypischer Hamophilie und vWD. 



GEANDEHTES BLATT 





RlEMERGASSE 14 * A- 1010 WlEN • OSTERREICH 

TELEFON: (+43 1) 512 84 05 • TELEFAX: (+43 1) 512 98 05 

E-MAIL: OFFICE@SONN.AT 



By Telefax + Conf irmation Copy 1 



DlFL-lNG. GUSTAV WOLFRAM t (1998) 
DR. PHIL. HEINRJCH Pawloy 

DIPL.-ING. Helmut Sonn 

DlPL-lNG. ARNULF WEINZJNGER 

Dipl-Ing. Peter Pawloy 
Mag.Dr.rer.kat. Daniel Alge 



International Bureau of WIPO 

PCT Administration Office Section 



URGENT!!! 



34, chemin des Colombettes 
CH-1211 Geneva 20 
Switzerland 



Vienna, 21 July 1999 



International Patent Application PCT/AT98/00043 
International Filing Date: 27 February 1998 
Agent f s file reference: R 33814, Bi 



According to Rule 92bis PCT it is kindly requested to change the 
applicants data for all designated states except the United Sta- 
tes of America from Immuno Aktiengesellschaf t to 



the address remaining the same, namely 

Industriestrasse 67 
A-1221 Wien (AT) 

Please, take urgently note and record the change of the appli- 
cants data and provide for notification to the elected Offices by 
August 27, 1999. 



BAXTER AKT I ENGE S ELLS CH A F T 




Very truly yours 



By mail : 

-Power of Attorney 



Bank Austria. Wien, BLZ 20151 , Konto Nr. ©97-255-800 • Citibank New York, Area Code 021000089, Account No. 96558489 
Bankhaus Lobbecke & Co., Munch en, BLZ 700 305 00, Konto Nr. 00.161 861.00 
ova Ul D-NR./VAT-NO. ATU 1 0 46 94 01 



-n ft i *> -ftwifrrf 



PCT 

ANTRAG 

Der Unterzeichnete beantragt, daB die vorliegende 
internationale Anmeldung nach dem Vertrag iiber die 
internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des 


PCT/AT 98/000A^ 

Internationales Aktenzeichen 


Internationales Anmeldedatum ^ ^' Ffib. tSbb 


Osterreichisches Patentamt HABLECK 5 " - " 
Einlauf- u. Abgangsstelle 1«^iUIjlA^ 


Patentwesens behandelt wird. 


Aktenzeichen des Anmelders oder An waits (falls gewiinscht) 
(max, 12 Zeichen) R 3 3 814 


Feld Nr. I BEZEICHNUNG DER ERFTNDUNG 

Verfahren zur Reinigung von Faktor VIII/vWF-Komplex mittels 
Kationenaustauscherchromatographie 


Feld Nr. n ANMELDER 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschnfi angegebene Stoat ist der Stoat des Sitzes Oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist) 

IM^NOAktiengesellschaft 

IndustriestraBe 67, , , 
A - 1221 Wien, Osterreich (AT) cM^QjcA t 

% 


I ] Diese Person ist 
' — 1 gleichzeitig Erfinder 

Telefonnr.: 
Telefaxnr.: 
Fernschreibnr.: 


Staatsangehbrigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

AT 


Diese Person ist Anmclder | I alle Bestira- fy] alJe.Bestimmungsstaaten tmt Ausnahme 1 ] our die Vereinigten |~ I die im Zusatzfcld 

fur folgende Staaten: | | mungsstaaten 1 ^ 1 der Vereinigten Staaten von Amerika | | Staaten von Amerika I I angegebenenStaaten 


Feld Nr. m WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben, Der 
in diesem Feld in der Anschrm angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist) 

MITTERER Artur 

A - 2304 Mannsdorf 116 

Osterreich (AT) 


Diese Person ist: 
[ | nur Anmelder 

|X | Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nichtnotig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 

. AT 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

AT 


Diese Person ist Anmelder i ] alleBestim- J ] alleBestimmungsstaatenrrut Ausnahme v nur die Vereinigten 1 ] die im Zusatzfeld 
fur folgende Staaten: | I mungsstaaten L 1 der Vereinigten Staaten von Amerika & Staaten von Amerika | ... I angegebenenStaaten 


1 j Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 


Feld Nr. IV ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ZUSTELLANSCHREFT 


Die folgende Person wird hiermit besteilt/ist bestellt worden, um fur den (die) Anmelder Anwalt 1 1 g emeinsamer 

vor den zustandigen intemationaJen Behorden in folgender Eigenschaft zu handeln als: ^ Anwait | | Vertreter 


Name und Anschrift: {Familienname, Vorname; bet juristischen Personenvollstandige amtliche Bezeichnung. 

Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben.) 

SONN Helmut, PAWLOY Heinrich, WEINZINGER 
Arnulf, PAWLOY Peter, ALGE Daniel 
Riemergasse 14 , 

A - 1010 Wien, Osterreich (AT) 


Telefonnr.: 

1-512 84 05 

Telefaxnr.: 

1-512 98 05 

Fernschreibnr.: 


1 | Dieses Kastchen ist anzukreuzen, wenn kein Anwalt oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und statt dessen im obigen Feld 
1 1 eine spezielle Zustellanschrift angegeben ist. 



Formblatl PCT/RO/101 (Blatt 1) (Januar 1997; Nachdruck Januar 1998) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsfonnular 



Blatt Nr. . 2 



Fortsetzung von Feld Nr. in WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Wird keines der folgenden Felder benutzt, so ist dieses Blatt dem Antrag nicht beizufiigen. 


Name und Anschrift: (Familienname, Vomame; bet juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeichnung. Bet der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Stoat ist der Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

FISCHER Bernhard 

Jagerhausgas^e 14/11, A4jlS> ncJlclifiCt 
A - 112Q^ien, Osterreich (AT) 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

|x | Anmelder und Erfinder 

I"" - 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): ^ 


Diese Person ist Anmelder i | aUeBestira- | I aUeBesdmmuhgsstaatenmitAusnahme y nurdie Vereinigten * | 1 die im Zusatzfeld 
fur folgende Staaten: | | mungsstaaten | | der Vereinigten Staaten von Amerika A Staaten von Araerika I 1 angegebenen Staaten 


Name und Anschrift: (Familienname, Vomame; bei juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeichnung Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Stout ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

SCHONBERGER Oyvind L. 

SchopenhauerstraBe 52/7 , 

A - 1180 Wien, Osterreich (AT) 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| X | Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig. ) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

AT 


Diese Person ist Anmelder i i aU c Bestira- 1 | alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme y nur die Vereinigten I I die ira Zusatzfeld 
fur folgende Staaten: | | mungsstaaten I I der Vereinigten Staaten von Amerika Staaten von Amerika I 1 angegebenen Staaten 


Name und Anschrift ( Familienname, Vomame; bei juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben, . Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

THOMAS-URBAN Kathrin 
KartauserstraBe 14 9 

D - 79104 Freiburg, Deutschland (DE) 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

1 X | Anmelder und Erfinder 

f~ "~1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

An gaben nicht notig. ) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 

AU 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diese Person ist Anmelder j | alleBestim- 1 1 alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme v nur die Vereinigten 1 1 die im Zusatzfeld 
fur folgende Staaten: | | mungsstaaten | J der Vereinigten Staaten von Amerika Staaten von Amerika 1 | angegebenen Staaten 


Name und Anschrift: (Familienname, Vomame; bei juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

DORNER Friedrich 

Peterlinigasse 17 , 

A - 1230 Wien, Osterreich (AT) 


Diese Person rst: 
| | nur Anmelder 

| X | Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): a _ 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmelder j I alleBestim- | 1 alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme v nur die Vereinigten | 1 die im Zusatzfeld 
fur folgende Staaten: |_J mungsstaaten 1 1 der Vereinigten Staaten von Amerika Staaten von Amerika | | angegebenen Suaten 


| X| Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem zusatzlichen Fortsetzungsblatt angegeben. 



Formblatt PCT/RO/101 (Fortsetzungsblatt) (Januar 1997; Nachdruck Januar 1998) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Blatt Nr. 



Fortsetzung von Feld Nr. Ill WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERF1NDER 


Wird keines derfolgenden Felder benutzt, so ist dieses BlaU dent Antrag nicht beizufiigen. 


Mo ma ,,nA A nc^Uri ft- ( ft si**. Hi apt nrtma \/sim/imj» M AW itlriftitff&tt PprSOftZn VOllSttifldlS '£ CLtTXillCht, 

Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl and der Name des Stoats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Stoat ist der Stoat des Sitzes oder Wohnsttzes des 
Anmelders. sofern nachstehend kein Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

EIBL Johann 

Gustav-Tschermakgasse 2 , 

A - 1180 Wien, Osterreich (AT) 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| X | Anmelder und Erfinder 

| | nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 

I 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig. ) 


Staatsangehorigkeit .(Staat): ^ 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): ^ 


Diese Person ist Anmelder i 1 alleBestirn- I 1 alleBestiramuhgsstaaienmitAusnahme y nurdie Vereinigten 1 1 dieimZusatzfeld 

fur folgcnde Staaten' | | mungsstaaten | | der Vereinigten Staaten von Amerika A Staaten von Amerika 1 1 angegebenenStaaten 


Name und Anschrift (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandtge amthche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzuzeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Start ist der Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat^des Sitzes oder Wohnsttzes angegeben ist.) 

LINNAU Yendr/T j 
Lavendelwe# 24, qLzJIqJ&q( 
A - 12^24/Wien, Osterreich (AT) 


Diese Person ist: 
[ | nur Anmelder 

[X [ Anmelder und Erfinder 

| 1 nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 
1 — 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 

£\ l 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): _ 


Diese Person ist Anmelder i 1 aUeBestim- I 1 alleBesdmraungsstaatenraitAusnahrae [77"] nurdie Vereinigten I [dieimZusatzfeld 

fur folgcnde Staaten: 1 1 mungsstaaten 1 I der Vereinigten Staaten von Amerika Staaten von Amerika I ! angegebenenStaaten 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandtge amtkche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. . Der 
in diesem Feld in der Anschnh angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein^Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

SCHONHOKg^ Wolfgang 
RingeiK^t z g asse 5/C1, 

A -2100 St. PSlten, Osterreich (AT) 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

|X 1 Anmelder und Erfinder 

I — | nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 

\ 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig. ) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmelder i 1 alleBeslim- 1 1 alleBestimmungsstaatenmitAusnahrne v nur die Vereinigten [ | dieimZusatzfeld 

fur folgende Staaten: LJ mungsstaaten | J der Vereinigten Staaten von Amerika A staaten von Amerika 1 ! angegebenenStaaten 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen volUtandige amthche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 


Diese Person ist: 
| ] nur Anmelder 

| | Anmelder und Erfinder 

| 1 nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 

\ 1 angekreuzt. so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig. ) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmelder | 1 alle Bestim- I 1 alleBestimmungsstaatenmitAusnahme I | nur die Vereinigten | 1 die im 5 usaU Jf; t( * 

fur folgende Staaten: | | mungssuaten | I der Vereinigten Staaten von Amerika | | Staaten von Amen ka | 1 angegeben en 5 taaien 


( ] Weitere Anmelder und/oder (weitcre) Erfinder sind auf einem zusatzlichen Fortsetzungsblatt angegeben. 



Formblatt PCT/RO/101 (Fortsetzungsblatt) (Januar 1997; Nachdruck Januar 1998) Siehe Anmerkungen zu diesem Antrags) 



Blatt Nr. 



Feld Nr. V BESTIMMUNG VON STAATEN 



□ 
□ 



Die folgenden Bestimmungen nach Regel 4.9 Absatz a werden hiermit vorgenommen (bitte die entsprechenden KSstchen ankreuzen; wenigstens 
tin Kastchen mufi angekreuzJ werden): 
Regionales Patent 

AP ARIPO-Patent: GH Ghana, GM Gambia, KE Kenia, LS Lesotho, MW Malawi, SD Sudan. SZSwasiland, 

UG Uganda, ZW Simbabwe und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat des Harare-Protokolls und des PCT tst 
EA Eurasiscb.es Patent: AM Armenien, AZ Aserbaidschan, BY Belarus, KG Kirgisistan. KZ Kasachstan. MD Republik 
Moldau. RU Russische Foderation, TJ Tadschikistan, TM Turkmenistan und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat des 
Eurasischen Patentiibereinkommens und des PCT ist 
Kl EP Europaisches Patent: AT Osterreich, BE Belgien, CH und LI Schweiz und Liechtenstein DE Deutschland, 
DK Danemark, ES Spanien, FI Finnland, FR Frankreich, GB Vereinigtes Kbnigreich, GR Gnechenland. IE Irland, 
IT Italien, LU Luxemburg, MC Monaco, NL Niederiande, PT Portugal. SE Schweden und jeder weitere Staat, der 
Vertragsstaat des Europaischen Patentubereinkommens und des PCT ist 

OAPI-Patent: BF Burkina Faso. BJ Benin, CF Zentralafrikanische Republik, CG KongOjCI Cote d'lvoire. 
CM Kamerun, GA Gabun. GN Guinea, ML Mali, MR Mauretanien, NE Niger, SN Senegal, TD Tschad, TG Togo 
und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat der OAPI und des PCT ist (falls erne andere Schutzrechtsart oderem sonstiges 

Verfahren gewiinscht wird, bitte aid' der gepunkteten Unit angeben) 

Nationales Patent (falls eine andere Schutzrechtsart oderein sonstiges Verfahren gewiinschtwird, bitte aufdergepunkleten Linie angeben): 



□ OA 



□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 

□ 

□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 

□ 

□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 



AL Albanien □ 

AM Armenien □ 

AT Osterreich □ 

Australien . . . . □ 

Aserbaidschan □ 

Bosnien-Herzegowina □ 

Barbados 

Bulgarien - - D 



AU 
AZ 
BA 
BB 
BG 
BR 
BY 
CA 



Brasilien Q 

Belarus El 

Kanada EI 

CH und LI Schweiz und Liechtenstein □ 

CN China B 

CU Kuba • □ 

CZ Tschechische Republik . □ 

DE Deutschland S 

DK Danemark □ 

EE Estland □ 

ES Spanien □ 

FI Finnland D3 

GB Vereinigtes Konigreich 

GE Georgien □ 

GH Ghana □ 

GM Gambia □ 

GW Guinea-Bissau □ 



HU 

ID 

IL 

IS 

JP 

KE 

KG 

KP 

KR 
KZ 
LC 
LK 
LR 
LS 



Ungarn □ 

Indonesien 

Israel C3 

Island B 

Japan 

Kenia □ 

.... □ 

.... □ 

.... □ 



NZ 

PL 

PT 

RO 

RU 

SD 

SE 

SG 

SI 

SK 

SL 

TJ 



TT 
UA 
UG 
US 



LT Litauen 
LU Luxemburg 
LV Lettiand 

MD Republik Moldau 

MG Madagaskar 

MK Die ehemalige jugoslawische Republik 

Mazedonien 

MN Mongolei 

MW Malawi . 

MX Mexiko 

NO Norwegen 

Neuseeland 

Polen 

Portugal 

Rumanien 

Russische Foderation 

Sudan 
Schweden 
Singapur 

Slowenien 

Slowakei * - - - * 

Sierra Leone 

Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TR Turkei 

Trinidad und Tobago 

Ukraine 

. Uganda - 

Vereinigte Staaten von Amerika 



Kirgisistan 

Demokratische Volksrepublik Korea 



UZ 
VN 
YU 



Usbekistan 
Vietnam . . . 
Jugoslawien 



ZW Simbabwe 



Republik Korea 
Kasachstan 
Saint Lucia 
Sri Lanka 
Liberia 



Kastchen fur die Bestimmung von Staaten (fur die Zwecke eines 
nationalen Patents), die dem PCT nach der Veroffentlichung 
dieses Formblatts beigetreten sind: 

□ 

□ 



Lesotho □ 



Zusatzlich zu den oben genannten Bestimmungen nimmt der Anmelder nach Regel 4.9 Absatz b auch alle anderen nach dem 

PCT zulassigen Bestimmungen vor mit Ausnahme der Bestimmung von _ — • 

Der Anmelder erklart, daB diese zusatzlichen Bestimmungen unter dem Vorbehalt einer Bestatigung stehen und jede zusatzhche 
Bestimmung, die vor Ablauf von 15 Monaten ab dem Prioritatsdatum nicht bestatigt wurde, nach Ablauf dieser Fnst als vom 
Anmelder zunickgenommen g\\UDU Best&igungtincr Bestimmung 

un o der Btstimmungs- und der Btstaiigungsgcbuhr. Die Bestatigung mufi beim Anmeldeamt inncrhalb der Fnst von 15 Monaten etngenen.) 



und die Zahlung der Bestimmungs- und der Bestaiigungsgebiih, 
Formblatt PCT/RO/101 (Blatt 2) (Januar 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Blatt Nr. . . . 5 



Feld Nr. VI PRIORITATSANSPRUCH 



Die Prioritat der folgenden friiheren Anmeldung(cn) wird hiermit beansprucht: 



Weitcrc Priori tatsanspriiche sind im Zusatzfeld angcgebea. | 



Staat 

(Anmelde- oder Bestimmungsstaat 
der Anmeldung) 



(D 



(2) 



Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 



AT 



27. Februar 1997 
(27.02.1997) 



Aktenzeichen 



A 338/97 



Anmeldeamt 
(nur bei regionaler oder 
mernationaler Anmeldung) 



(3) 



DvsesKastchenankreuzen,wenndiebeglaubigteKopiefa 
A nmeld eamt ist (eine Gebuhr kann verlangt werden): 

Das Anmeldeamt wird hiermit ersucht, eine beglaubigte Abschrift der oben in Zeile(n) 



□ 



. — vvj,— u.jj^v . »w V aua*i. um All *-~A^lL\*\llJ 

bezeichneten friiheren Anmeldung(en) zu erstellen und dem Internationalen Buro zu ubermitteln. 



Feld Nr. VH INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



Wahl der Internationalen Recherchenbehorde (ISA) (Sind zwei oder mehr Internationale 
Recherchenbehdrdenfurdie Internationale Recherche zustandig, ist der Name derBehordeanzugeben, 

die die internationale Recherche duichfuhrensoll; Zweibuchstaben-Codegenugt): ISA / 

Friihere Recherche: AuszufuUen, wenn eine Recherche (internationale Recherche, Recherche internationaler Art oder sonstige Recherche) bereits 
bet der internationalen Recherchenbehorde beantragt oder von ihr durchgefuhrt worden ist und diese Behdrde nun ersucht wird, die internationale 
Kecnercfusowett^^mdglwhqi^die Ereebnisse etner solchen friiheren Recherche zu stutzen. Die Recherche oder der Recherckenantrag ist durch 
Mgabe aer betreffenaenfinmeldung(b 



Staat (oder regionales Amt): 



Datum (Tag/Monat/Jahr) 



Aktenzeichen: 



Feld Nr. VIH KONTROLLISTE 



Diese internationale Anmeldung umfaflt: 



1. Antrag 


: 5 


Blatter 


2. Beschreibung 


: 18 


Blatter 


3. Anspriiche 


3 


Blatter 


4. Zusammenfassung 


1 


Blatter 


5. Zeichnungen 


2 


Blatter 


Insgesamt : 


29 


Blatter 



Dieser internationalen Anmeldung liegen die nachstehend angekreuzten Uriterlagen bei: 

^(IISSS 8 ^ 5. |X] BlattfiirdieGebOhrenberechnung 

2 I I Kopie der allgemeinen 6. I I Gesonderte Angaben zu hinter- 

I — I Vollmacht L I legten Mikroorganismen 

3. I I Begriindung fur das Fehlen 7. I I Sequenzprotokolle fur Nucleotide 

* — ' der Unterschrift I — I und/oder Aminosauren (Diskette) 

Nr. VI kennzeichnen): POS temp fangs che in 



Abbildung Nr. 



der Zeichnungen (falls vorhanden) soli mit der Zusammenfassung veroffentlicht werden. 



Feld Nr. EX UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS ODER DES ANWALTS 



Der Name jede r unterzeichnenden Person ist neben der Unterschrift zu wiederholen, und es ist anzugeben.safern sich dies nicht eindeutig aus dem Antrag 
ergtbt,mwelcher&genschaftdiePersonunterzeichnel Z^^y^ ^ ^ 



Renate Moldan 



(L^terin der Patentverwaltung) 




IMMUNO AKTIENGESELLSCHAFT 





i^dE^Daniel 
(Patentanwalt) 



1. Datum des tatsachlichen Eingangs dieser 
internationalen Anmeldung: 


2. Zeichnungen 

i 1 einge- 

1 1 gangen: 

| 1 nicht ein- 
1 1 gegangen: 


3. Geandertes Eingangsdatum aufgrund nachtraglich, jedoch 
fristgerecht eingegangener Unteriagen oder Zeichnungen 
zur Vervollstandigung dieser internationalen Anmeldung: 


4: Datum des fristgerechten Eingangs der angeforderten 
Richtigsteilungen nach Artikel 1 1(2) PCT: 


5. Vom Anmelder benannte 

Internationale Recherchenbehorde: ISA / 


6. 1 i Obermittlune des Recherchenexemplars bis zur 
1 — 1 Zahlung der Kecherchengebiihr aufgeschoben 


Datum des Eingangs des Aktenexemplars 
beim Internationalen Buro: 



Formblatt PCT/RO/101 (letztes Blatt) (Januar 1994; Nachdruck Januar 1998) Siehe Anmcrkungen zu diesem Antragsformular 



VERTRAG DIE INTERNATIONALE ZUsftviENARBEIT AUF DEM 

*• GEBIET DES PATENTWESENS 



Absender: MIT DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PROFUNG BEAUFTRAGTE BEHORDE 



An: 

SONN, Helmut 

Riemergasse 14 r r - s~vT~~ 
A-1010Wien \ x ~ 
AUTRiCHE i 




PCT 

• \ 

\ MITTEILUNG UBER DIE OBERSENDUNG 
j DES INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
j PRUFUNGSBERICHTS 
\ (Regel71.1 PCT) 




Absendedatum 
(T ag/MonaVJahr) 




Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
R 33814 


WICHTTGE MITTEILUNG 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/AT98/00043 


Internationales Anmekfedatum (Tag/Monat/Jahr) 
27/02/1998 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
27/02/1997 


Anmelder 



IMMUNO AKTIENGESELLSCHAFT et al. 



. Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB ihm die mit der intemationalen vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde 
hiermrt den zu der intemationalen Anmeldung erstellten intemationalen vorlaufigen Prtifungsbericht, 
gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen, ubermittelt. 



!. Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen - dem Intemationalen Buro zur 
Weiterleitung an alle ausgewahlten Amter Qbermittelt. 



3. Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Internationale Buro eine Obersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der Anlagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt ubermitteln. 



4. ERIIMNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vorjedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtem noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Ubersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro im Fotmblatt PCT/IB/301 ubermrttelte Information). 



1st einem ausgewahlten Amt eine Obersetzung der intemationalen Anmeldung zu ubermitteln, so muB diese 
Ubersetzung auch Ubersetzungen aller Anlagen zum intemationalen Vorlaufigen Prtifungsbericht enthalten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Obersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtem 
direkt zuzuleiten. 



Wettere Einzelhetten zu den maBgebenden Fristen und Erfordemissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu entnehmen. 



Name und Postanschrift der mit der Intemationalen Prufung 
beauftragten BehdYde 


BevoHmachtigter Bediensteter 




— Europaisches Patentamt 

JjS) D-80298 Munchen 


Peralt Lappas, R 


f J>) 


£y* Tel (+49-69) 2399-0 Tx: 523656 epmu d 






Fax: (+49-89) 2399-4465 


Tel. (+49-89) 2399-8052 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAM MEN ARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
R 33814 


siehe Mitteitung Ober die Obersendung des intemationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prfifungsbericht (Formblatt PCT/1PEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/AT98/00043 


Internationales tometoedatumfTag/MonatAJahr) 
27/02/1998 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
27/02/1997 


Internationale Paten tkiassification (IPK) oder nationalo Wassifikation und IPK 
C07K1 4/755 


Anmelder 






IMMUNO AKTi ENG ES ELLS CH AFT et al. 







1 . Dieser Internationale vorlairfige Prufungsbericht wurde von der mit der internationale vorlaufigen Prufung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 Gbermittelt 



2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

S AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, AnsprQchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Beh6rde vorgenomrnenen Berichtigungen (siehe Regel 70,16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 3 Blatter. 



3, Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI- 


S 


VII 


□ 


VIII 





Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens Qber Neuheit, erf inderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde EinheitHchkeit der Erfindung 

BegrOndete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 
gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 



19/09/1998 



Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
PrOfung beauforagten Behorde: 
Europaisches Patentamt 

D-80298 MQnchen 
Tel. (+49-89) 2399-0 Tx: S23656 epmu d 

Fax: (+49-89) 2399-446S 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

2d0i99 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Halle, F 

Tel. Nr. (+49-89) 2399 8537 




Formblatt PCTfl PEA/409 (DeckWatt) (Jaruiar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/AT98/00043 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts afs "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, we'll sie keine Anderungen enthaiten.y. 

Beschreibung, Seften: 

1-18 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-16 eingegangen am 1 9/09/1 998 mit Schreiben vom 1 7/09/1 998 

Zeichnungen, Blatter: 

1/2,2/2 ursprungliche Fassung 

2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 

4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkert; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-16 

Nein: Anspruche 

Erf inderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-16 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkert (G A) Ja: Anspruche 1-16 

Nein: Anspruche 



Form blatt PCT/lPEA/409 (Fekter I- VIII, Blatt 1) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/AT98/00043 



2. Unteriagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VI. Bestimmte angefuhrte Unteriagen 

1 . Bestimmte veroff entlichte Unteriagen (Rege! 70,1 0) 
und / oder 

2. Nicht-schriftiiche Offenbarungen (Regel 70.9) 
siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur international Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 

siehe Beiblatt 



PormhUtt PCT/lPEA/409 (Fekier l-VIU, 8latt2) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/AT98/00043 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt V 

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde (siehe insbesondere 
Beschreibung, Seite 3, Absatze 2-5) ein Verfahren und den daraus resultierenden 
Faktor VIII/vWF-Komplex mit einer verbesserten spezifischen Aktivitat und 
Stabilitat zur Verfiigung zu stellen. Diese Aufgabe wurde mittels einem Verfahren, 
gekennzeichnet durch einen Kationenaustauscher und eine stufenweise Elution, 
geldst. Um die verbesserte spezifische Aktivitat zu erlangen sollten bei der 
Gewinnung des Komplexes niedermolekulare vWF-Multimere abgetrennt werden; 
die dadurch erhaltenen Komplexe sind gekennzeichnet durch ihre mit 
uberwiegend hochmolekularen vWF-Multimeren zusammengesetzte Struktur und 
den davon ausgehenden Effekt der erhdhten spezifischen vWF-Aktivitat. 
AuBerdem werden durch dieses Verfahren kontaminierende Substanzen entfernt 
die Gblicherweise in Plasmafraktionen enthalten sind. 

Im Hinblick auf den Stand der Technik wird dem Gegenstand der Anspruche 1-16 
Neuheit und erfinderische Tatigkeit anerkannt (Artikel 33(2)(3), Regel 64.1, 65 
PCT). Das vorliegende Verfahren und Produkt gekennzeichnet durch den 
Kationenaustauscher, die stufenweise Elution und die hochmolekularen vWF- 
Multimeren sind nicht durch den Stand der Technik vorweggenommen und auch 
nicht fur die Fachperson als naheliegend anzusehen. 

Diesem Bericht liegt die Annahme zugrunde, daf3 alle Anspruche die Prioritat des 
Anmeldetags des Prioritatsdokuments genieBen: in diesem Fall gehoren WO 
97/34930 und WO 97/39033, gekennzeichnet im internationalen 
Recherchenbericht als P,X-Dokumente, nicht zum Stand der Technik (siehe auch 
Punkt VI). 

Zu Punkt VI 

Auf WO 97/34930 und WO 97/39033 wird nach Regel 70.10 PCT hingewiesen. 
Zu Punkt VIII 

Die in den unabhangigen Anspruchen benutzten Ausdrucke "insbesondere" und 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/AT98/00043 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



"im wesentlichen frei von" lassen den Leser uber die Bedeutung der betreffenden 
angefuhrten technischen Merkmale im Ungewissen. Der Gegenstand fur den 
Schutz begehrt wird sowie die Abgrenzung der Erfindung gegenuber dem Stand 
der Technik scheinen daher nicht klar genug aus diesen Anspruchen hervor zu 
gehen (Artikel 6 und Regel 6.3 PCT). 

Das im Recherchenbericht genannte Dokument EP-A-0 295 645, aus dem sich 
der zugrundeliegende Stand der Technik ergibt, ist nicht in der Beschreibung 
angegeben (Regel 5.1(a)(ii) PCT). 



Form Watt PCT/BeiWatt/409 (Biatt 2) (EPA- April 1997) 



Ersatzblatt 



- 19 - 



PCT/AT 9 8/00043 



Patentanspruche : 

1. Verfahren zur Gewinnung von Faktor VIII/vWF-Komplex, dadurch 
gekennzeichnet , daS Faktor VIII/vWF-Komplex aus einer Proteinlo- 
sung an einen Kationenaustauscher gebunden und durch stufenweise 
Elution Faktor VIII/vWF-Komplex, der insbesondere hochmolekulare 
vWF-Multimere enthalt , gewonnen wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi Faktor 
VIII/vWF-Komplex bei einer Salzkonzentration von «; 250 mM an 
einen Kationenaustauscher gebunden wird und Faktor VIII/vWF- 
Komplex, enthaltend niedermolekuare vWF-Multimere, Faktor VIII 
frei von plattchenagglutinierender vWF-Aktivitat und Faktor 
VIII :C bei einer Salzkonzentration zwischen 2> 250 mM und <; 3 00 
mM eluiert und gewonnen wird. 

3 . Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafi 
Faktor VIII/vWF-Komplex, enthaltend insbesondere hochmolekulare 
vWF-Multimere, durch stufenweise Fraktionierung bei einer Salz- 
konzentration von 2t 300 mM, vorzugsweise a 350 mM gewonnen wird, 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dafi eine 
Faktor VIII/vWF-Komplex-haltige Fraktion gewonnen wird, die ins- 
besondere frei ist von niedermolekularen vWF-Mul timer en. und vWF- 
Abbauprodukten, nicht-komplexierten, oder schwach an vWF gebun- 
denem Faktor VIII und kontaminierenden Nukleinsauren. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS die Elution der Polypeptide vom Kationenaustau- 
scher in einem Puffersystem mit einem pH-Wert im Bereich zwi- 
schen 4,5 und 8,5, vorzugsweise a 7,1 und <; 8,5 erf olgt . 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS der Kationenaustauscher ein Sulfopropyl- oder 
Carboxymethyl-Gruppen konjugierte Trager ist. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS ein Faktor VIII/vWF-Komplex enthaltend insbeson- 



geAndektes BLATT 



Ersatzblatt - 20 - PCT/AT 98/00043 

dere hochmolekulare vWF-Multimere gewonnen wird. 



8 . Verf ahren nach einem der Anspruche 1 bis 7 dadurch gekenn- 
zeichnet; daS Faktor VIII/vWF-Komplex aus Plasma, einer Plasma - 
fraktion, Kryoprazipitat , dem zellfreien Uberstand oder Extrakt 
einer rekombinanten Zellkultur, oder einer angereicherten Prote- 
infraktion gewonnen wird. 

9. Faktor VIII/vWF-Komplex, enthaltend insbesondere hochmoleku- 
lare vWF-Multimere, erhaltlich aus einer Faktor VIII/vWF-halti- 
gen Losung durch Kationenaustauscherchromatographie . 

10. Faktor VIII/vWF-Komplex nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi er insbesondere frei ist von niedermolekularen 
vWF-Multimeren, inaktiven vWF-Abbauprodukten \ind Faktor VIII 
frei von plattchenagglutinierender vWF-Aktivitat und von Faktor 
VIIIa-Aktivitat. 

11. Faktor VIII/vWF-Komplex nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi er eine spezifische vWF-Aktivitat von mindestens 
66 U/mg Protein und eine spezifische Faktor VIII-Aktivitat von 
mindestens 500 U/mg Protein aufweist. 

12. Faktor VIII :C im wesentlichen frei von plattchenagglutinie- 
render vWF-Aktivitat , erhaltlich aus einer Faktor VIII/vWF-hal- 
tigen Losung durch Kationenaustauscherchromatographie und stu- 
fenweise Elution bei einer Salzkonzentration zwischen a 200 mM 
und <; 300 mM. 

13. ^Preparation enthaltend Faktor VIII/vWF-Komplex oder Faktor 
VIII :C gemaS einem der Anspruche 11 oder 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daG sie virussicher und frei von infektiosem Material 
ist . 

14. Preparation nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet , dafi 
sie in einer lagerstabilen Form vorliegt. 

15. Preparation nach einem der Anspruche 13 oder 14, dadurch ge 
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kennzeichnet , dafi sie als pharmazeutisches Praparat formuliert 
ist. 

16. Verwendung einer Preparation nach einem der Anspruche 13 bis 
15 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Pa- 
tienten mit Hamophilie A, phanotypischer Hamophilie und vWD* 



GEANDERTES BLATT 



« 09/423781 
, Patentanwalte - e an patent & Trademark Attorneys 

aw, Pawloy, Weinzinger & Wolfram 

RIEMERGASSE 14 • A-1010 WlEN • OSTERREICH 
TELEFON: (+43 1) 512 84 05 • TELEFAX: (+43 1) 512 98 05 
~ . . .-.—Et-MAIL: OFFICE@SONN_AT 

w, t oCui-wT/PT0 ? 2 NOV 1999 

Dipl-Ing. Gustav Wolfram 1 0 W8) 
DR.pinL. Heinrich Pawloy 
Dipl-Ing. Helmut Sonn 
Dipl-Inc. Arnulf Weinzinger 
Dipl-Ing. Peter Pawloy 

By Telefax + Conf irmation Copy ! mag.dr.rerjiat. Daniel alge 

International Bureau of WIPO 

PCT Administration Office Section 

URGENT!!! 

34, chemin des Colombettes 
CH-1211 Geneva 20 
Switzerland 



Vienna, 21 July 1999 



International Patent Application PCT/AT98/00043 
International Filing Date: 27 February 1998 
Agent f s file reference: R 33814, Bi 



According to Rule 92bis PCT it is kindly requested to change the 
applicants data for all designated states except the United Sta- 
tes of America from Immuno Aktiengesellschaf t to 

BAXTER AKTIENGESELLSCHAFT 

the address remaining the same, namely 

Industriestrasse 67 
A-1221 Wien (AT) 

Please, take urgently note and record the change of the appli- 
cants data and provide for notification to the elected Offices by 
August 27, 1999. 



By mail : 

-Power of Attorney 




Bank Austria. Wien, BLZ 201S1, Konto Nr. 697-255-800 • CUibank New York. Area Code 021000089, Account No. 96558489 
Bankhaus Lobbecke & Co.. MGnchen. BLZ 700 305 00, Konto Nr. 00.161 861.00 
™*™szi2 UID-NRTVAT-NO. ATU 10 46 94 01 
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Patentanwalte - El ^|^ VN Patent & Trademark attorneys 

wn, Pawloy, Weinzinger & Wolfram 

RlEMERGASSE 14 * A-1010 WlEN * OSTERREICH 
TELEFON: (+43 1) 512 84 05 • TELEFAX: (+43 1) 512 98 05 

E-MAIL: OFFlCE@SONN.AT 



Einschreiben ! 



DIPL.-ING. GUSTAV WOLFRAM t (1998) 

Drphil. Heinrich Pawloy 
Dipl-Ing. Helmut Sonn 
dipl.-ing. arnulf weinzinger 
Dipl-Ing. Peter Pawloy 
Mag.Dr.rer.nat. Daniel Alge 



The International Bureau of WIPO 

34, chemin des Colombettes 
CH-1211 Geneva 20 
Switzerland 



Wien, 16. Juni 1999 



Internationale Patentanmeldung Nr. PCT/AT98/00043 (WO 98/38220) 
IMMUNO AKTIENGESELIiSCHAFT et al . 
Unser Zeichen: R 33814/Bi 



Unter Bezugnahme auf unser Schreiben vom 16. Juni 1999 wird ge- 
beten, die Adresse des Erfinders und ( Mit- ) Anmelders fur USA, 
Bernhard FISCHER, korrekterweise in 

WilhelminenstraBe 95/C/17 
A-1160 Wien (AT) 

zu Sndern. Leider wurde im Schreiben vom 16. Juni die Strasse 
fehlerhaft angegeben. 

. Es wird gebeten, diese Anderung gemaS Regel 92bis vorzunehmen 
bzw. um dringende Ubersendung der amtlichen Bestatigung tiber die 
erfolgte Anderung wird gebeten. 

Ferner wird gebeten, das Einlangen dieser Sendung zu bestatigen. 




Bank Austria, Wien, BLZ 20151 , Konto Nr. 697-255-800 • Citibank New York. Area Code 021000089, Account No. 96558489 
Bankhaus L&bbecke & Co., Munchen. BLZ 700 305 00. Konto Nr. 00.1 61 861 .00 
ovftoTMzw Ul D- NR. A/AT-NO. ATU 10 46 94 01 
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WO 98/38220 
PCT/AT98/00043 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF THE 
COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL 
APPLICATION TO THE DESIGNATED OFFICES 

(PCT Rule 47.1(c), first sentence) 


To: 

SONN, Helmut 
Riemergasse 14 
A-1010 Wien 
AUTRICHE 


Date of mailing (day/month/year) 

03 September 1 998 (03.09.98) 




Applicant's or agent's file reference 
R 33814 


IMPORTANT NOTICE 


International application No. 

PCT/AT98/00043 


International filing date (day/month/year) 

27 February 1998 (27.02.98) 


Priority date (day/month/year) 

27 February 1997 (27.02.97) 


Applicant 

IMMUNO AKTIENGESELLSCHAFT et al 



1. Notice is hereby given that the International Bureau has communicated, as provided in Article 20, the international application 
to the following designated Offices on the date indicated above as the date of mailing of this Notice: 

AU^BR^EPJL^JP^NaPL.US 

In accordance with Rule 47.1 (c), third sentence, those Offices will accept the present Notice as conclusive evidence that 
the communication of the international application has duly taken place on the date of mailing indicated above and no copy 
- of the international application is required to be furnished by the applicant to the designated Office(s). 

2. The following designated Offices have waived the requirement for such a communication at this time: 

CZ,HU,MX,RUSI,SK 

The communication will be made to those Offices only upon their request. Furthermore, those Offices do not require the 
applicant to furnish a copy of the international application (Rule 49.1{a-bis)). 

3. Enclosed with this Notice is a copy of the international application as published by the International Bureau on 
\/ )3 September 1998 (03.09.98) under No. WO 98/38220 

REMINDER REGARDING CHAPTER II (Article 31(2)(a) and Rule 54.2) 

If the applicant wishes to postpone entry into the national phase until 30 months (or later in some Offices) from the priority 
date, a demand for international preliminary examination must be filed with the competent International Preliminary 
Examining Authority before the expiration of 19 months from the priority date. 

It is the applicant's sole responsibility to monitor the 19-month time limit. 

Note that only an applicant who is a national or resident of a PCT Contracting State which is bound by Chapter II has the 
right to file a demand for international preliminary examination. 
»» 

REMINDER REGARDING ENTRY INTO THE NATIONAL PHASE (Article 22 or 39(1)) 

If the applicant wishes to proceed with the international application in the national phase, he must, within 20 months 
or 30 months, or later in some Offices, perform the acts referred to therein before each designated or elected Office. 

For further important information on the time limits and acts to be performed for entering the national phase, see the 
Annex to Form PCT/IB/301 (Notification of Receipt of Record Copy) and Volume II of the PCT Applicant's Guide. 



The International Bureau of WIPO 


Authorized officer 






34, chemin des Colombettes 


J. Zahra 




1211 Geneva 20, Switzerland 




Facsimile No. (41-22) 740.14.35 


Telephone No. (4122) 338.83.38 




Form PCT/IB/308 (July 1996) 




2216866 
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From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 



INFORMATION CONCERNING ELECTED 
OFFICES NOTIFIED OF THEIR ELECTION 

(PCT Rule 61.3) 



Date of mailing (day rror.th/year) 
09 October 1992 (09.10.98) 



Applicant's or agent's file reference 
R 33814 




IMPORTANT INFORMATION 



International application No. 
PCT/AT98/00043 


International filing date (day/month/year) 

27 February 1998 (27.02.98) 


Priority date (day/month/year) 

27 February 1997 (27.02.97) 


Applicant 

IMMUNO AKTIENGESELLSCHAFT et a! 



1 . The applicant is hereby informed that the International Bureau has, according to Article 31 (7), notified each of the following 
Offices of its election: 

EP :AT r BE,CH,DE,DK,ES,FI,FR # GB,GR,IE,IT # LU r MC,NL # PT,SE 
National :AU^CA,CZ^LJP,NO,PL,RU,SK,US 

2. The following Orf,c«s have waived the requirement for the notification of their election; the notification will be sent to them 
by the International Bureau only upon their request: 

National :HU,MX,SI 

3. The applicant is re -rinded that he must enter the "national phase" before the expiration of 30 months from the priority date 
before each of the Offices listed above. This must be done by paying the national fee(s) and furnishing , if prescribed, a 
translation of the ir:ernational application (Article 39(1 )(a)), as well as, where applicable, by furnishing a translation of any 
annexes of the J'te'r.ational preliminary examination report (Article 36(3)(b) and Rule 74.1). 

Some offices ha ve f.zed time limits expiring later than the above-mentioned time limit For detailed information about the 
applicable time lirr.ts and the acts to be performed upon entry into the national phase before a particular Office, see Volume II 
of the PCT Applies r-'s Guide. 

The entry into the European regional phase is postponed until 31 months from the priority date for all States designated for 
the purposes of otteining a European patent. 



The International Bureau of W1PO 
34, chemin des Cotombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 



Facsimile No. (41-22) 740.14.35 



Authorized officer: 

Jocelyne Rey-Mille 

Telephone No. (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/332 (September 1997) 



2276523 



IINGELANG1 
t 3. Juli 1998 

PP'STr 
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PATENT COOPERATION TREATY 

From the INTERNATIONAL BUREAU 



POT 



NOTIFICATION OF THE RECORDING 
OF A CHANGE 

(PCT Rule 92bis.1 and 
Administrative Instructions, Section 422) 



To: 



SONN, Helmut 
Riemergasse 14 
A-1010 Wien 
AUTRICHE 



Date of mailing (day/month/year) 
06 July 1998 (06.07.98) 




Applicant's or agent 1 s file reference 
R 33814 


IMPORTANT NOTIFICATION 


International application No. 
PCT/AT98/00043 


international filing Utile (day/morith/yeat) 

27 February 1998 (27.02.98) 



1. The following indications appeared on record concerning: 

X the applicant X the inventor | | the agent | | the common representative 


Name and Address 

LINNAU, Yendra 
Lavendelweg 24 
A-1224 Wien 
and 

SCHONHOFER, Wolfgang 
Ringelnatzgasse 5/C1 
A-3100 St. Polten: Austria 


State of Nationality 
AT 


State of Residence 
AT 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning: 
| ( the person | | the name | | the address j | the nationality | [ the residence 


Name and Address 


State of Nationality 


State of Residence 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


3. Further observations, if necessary: 

The applicants/inventors identified in Box 1. should be deleted of record. 


4. A copy of this notification has been sent to: 
{ X| the receiving Office | | the designated Offices concerned 
| X| the International Searching Authority | | the elected Offices concerned 
1 | the International Preliminary Examining Authority | | other: 





The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
121 1 Geneva 20, Switzerland 

Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Authorized officer 

Jocelyne Rey-Millet^^yy^ 

Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/306 (March 1994) 



002116817 




Of^T* WELTORGANISATION FOR GEISTIGES EIGENTUM 

A ^ A Internationales Biiro 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG OBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS (PCT) 



(51) Internationale Paten tklassifikation &* : 
C07K 14/755, A61K 38/37 



Al 



(11) Internationale VerofTentlichungsnummer: WO 98/38220 

(43) Internationales 

Veroffentlichungsdatum: 3. September 1998 (03.09.98) 



(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/AT98/00043 

(22) Internationales Anmeldedatnm: 27. Febraar 1998 (27.02.98) 



(30) Prioritatsdaten: 

A 338/97 27. Februar 1997 (27.02.97) AT 



(71) Anmelder (fur alle Bestimmungsstaaten ausser US)t IMMUNO 

AKTXENGESELLSCHAFT [AT/AT]; Industriestrasse 67, 
A-1221 Wien (AT). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fur US): MITTERER, Artur 
[AT/ATI; A-2304 Mannsdorf 116 (AT). FISCHER, Bern- 
hard [DE/AT]; Jagerhausgasse 14/11, A-l 120 Wien (AT). 
SCHGNBERGER, gyving, L. [DE/ATJ; Schopenhauer- 
strasse 52/7, A-l 180 Wien (AT). THOMAS-URBAN, 
Kathrin [AU/DE]; Kartauserstrasse 149, D-79104 Freiburg 
(DE). DORNER, Friedrich [AT/AT]; Peterlinigasse 
17, A-1230 Wien (AT). EIBL, Johann [AT/AT]; Gus- 
tav-Tschermakgasse 2, A-l 180 Wien (AT). 

(74) Anwalte: SONN, Helmut usw.; Riemergasse 14, A-l 010 Wien 
(AT). 



(81) Bestimmungsstaaten: AU, BR, CA, CZ, HU, 1L, JP, MX, NO, 
PL, RU, SI, SK, US, europaisches Patent (AT, BE, CH, DE, 
DK, ES, FI, FR, GB ( GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE). 



Veroffentlicht 

Mit internationalem Recherchenbericht. 

Vor Ablaufder fur Anderungen der Anspriiche zugelassenen 

Frist Verojfentlichung wird wiederholt falls Anderungen 

eintreffen. 



(54) Title: METHOD FOR PURIFYING FACTOR VIII/VWF COMPLEX BY CATION-EXCHANGE CHROMATOGRAPHY 



(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR REINIGUNG VON FAKTOR VIII/VWF-KOMPLEX MITTELS KATIONENAUSTAUSCHER- 
CHROMATOGRAPHIE 



(57) Abstract 



The invention relates to a method for obtaining factor VIII/vWF complex, characterized in that factor VIII/vWF complex from a 
protein solution is bonded with a cation-exchanger and factor VIII/vWF complex especially containing vWF multimers of high molecular 
weight is obtained by gradual elution. The invention also relates to a factor VIII/vWF complex which can be obtained by cation-exchange 
chromatography. 

(57) Zusammenfassung 

Beschrieben wird cin Verfahren zur Gewinnung von Faktor VIII/vWF-Komplex, welches sich dadurch auszeichnet, daB 
Faktor VIII/vWF-Komplex aus einer Proteinlttsung an einen Kationenaustauscher gebunden und durch stufenweise Elution Faktor 
VIII/vWF-Komplex, der insbesondere hochmolekulare vWF-Multimere enthSlt, gewonnen wird, sowie ein Faktor VIII/vWF-Komplex, 
erhaltlich mittels Kationenaustauscherchromatographie. 
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PPT WELTORGANISATION FOR GEISTIGES EIGENTUM 

A v A Internationales Biiro 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG (JBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS (PCT) 



(51) Internationale Patentklassifikation 6 
C07K 14/755, A61K 38/37 



Al 



(11) Internationale Veroffentlichungsnummer: WO 98/38220 

3. September 1998 (03.09.98) 



(43) Internationales 

Verdffentiichungsdatum 



(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/AT98/00043 

(22) Internationales Anmeldedatum: 27. Februar 1998 (27.02.98) 



(30) Prioritatsdaten: 

A 338/97 



27. Februar 1997 (27.02.97) 



AT 



(71) Anmcldcr (fur aile Bestimmungsstaaten ausser US): JMKfUNO 

A KTIENGES ELLS CH A FT [AT/AT]; Industriestrasse 67, 
A- 1221 Wien (AT). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fir US): MITTERER, Artur 
[AT/AT]; A-2304 Mannsdorf 116 (AT). FISCHER, Bern- 
hard iDE/AT]; Jagerhausgasse 14/11, A-1120 Wien (AT). 
SCHONBERGER, Oyving, L. [DE/AT]; Schopenhauer- 
strasse 52/7, A- 1180 Wien (AT). THOMAS-URBAN, 
Kathrin [AU/DE]; FCartauserstrasse 149, D-79104 Freiburg 
(DE). DORNER, Friedrich [AT/AT]; Peterlinigasse 
17, A-1230 Wien (AT). EIBL, Johann fAT/AT]; Gus- 
tav-Tschermakgasse 2, A- 1 180 Wien (AT). 

(74) Anwaltc: SONN, Helmut usw.; Riemergasse 14, A-1010 Wien 
(AT). 



(81) Bestimmungsstaaten: AU, BR, CA, CZ, HU, IL, JP, MX, NO, 
PL, RU, SI, SK, US, europaisches Patent (AT, BE, CH, DE, 
DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE). 



Veroffentlicht 

Mit internationalem Recherchenbericht. 
Vor Ablaufder fur Anderungen der Anspriiche zugelassenen 
Frist. Veroffentlichung wird wiederholt falls Anderungen 
eintreffen. { 



(54) Title: METHOD FOR PURIFYING FACTOR VIII/VWF COMPLEX BY CATION-EXCHANGE CHROMATOGRAPHY 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR REINIGUNG VON FAKTOR VIII/VWF-KOMPLEX MITTELS KATIONENAUSTAUSCHER- 
CHROMATOGRAPHIE 



(57) Abstract 



The invention relates to a method for obtaining factor VIII/vWF complex, characterized in that factor VIII/vWF complex from a 
protein solution is bonded with a cation-exchanger and factor VIII/vWF complex especially containing vWF multimers of high molecular 
weight is obtained by gradual elution. The invention also relates to a factor VIII/vWF complex which can be obtained by cation-exchange 
chromatography. 

(57) Zusammenfassung 

Beschrieben wird ein Verfahren zur Gewinnung von Faktor VIII/vWF-Komplex, welches sich dadurch auszeichnet, dafi 
Faktor VIII/vWF-Komplex aus einer ProteinlOsung an einen Kationenaustauscher gebunden und durch stufenweise Elution Faktor 
VIII/vWF-Komplex, der insbesondere hochmolekulare vWF-Multimere enthait, gewonnen wird, sowie ein Faktor VIII/vWF-Komplex, 
erhaltlich mittels Kationenaustauscherchromatographie. 
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Verfahren zur Reinigung von Faktor VIII/vWF-Komplex 
mittels Kationenaustauscherchromatographie 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Reinigung von Faktor 
VIII/vWF-Komplex aus einem biologischen Ausgangsmaterial mittels 
Kationenaustauscherchromatographie und stufenweiser Elution, so- 
wie gereinigten Faktor VIII/vWF-Komplex, der insbesondere hoch- 
molekularen vWF-Multimeren, enthalt. 

Im Plasma zirkuliert der von Willebrand-Faktor in einer Konzen- 
tration von 5 bis 10 mg/1 und zum groSten Teil in Form eines 
nicht-kovalent gebundenen Komplexes mit Faktor VIII. Im Kryo- 
prazipitat ist Faktor VIII/vWF-Komplex stark angereichert und 
kann daraus oder aus Plasma oder Plasmaf raktionen mit bekannten 
Fraktionierungsverf ahren isoliert werden. 

Bei der Hamophilie ist die Blutgerinnung durch Mangel an be- 
stimmten plasmatischen Blutgerinnungsf aktoren gestort. Bei der 
Hamophilie A beruht die Blutungsneigung auf einem Mangel an Fak- 
tor VIII bzw. vWF (phanotypische Hamophilie) . Die Behandlung der 
Hamophilie A erfolgt in erster Linie durch Ersatz des fehlenden 
Gerinnungsf aktors durch Faktorenkonzentrate z.B. durch Infusion 
von Faktor VIII oder Faktor VIII/vWF-Komplex . 

Fur den Einsatz zur Therapie von Patienten mit Hamophilie A, 
aber auch von von Willebrand- Syndrom ist ein gereinigter Faktor 
VIII, komplexiert mit vWF, wiinschenswert (Berntorp, 1994, 
Haemostasis 24:289-297). Insbesondere wird immer wieder betont, 
daE in Praparaten ohne oder nur einem geringen Gehalt an vWF, 
eine verlangerte Blutungszeit und eine geringe Faktor VIII :C- 
Halbwertszeit in vivo zu beobachten ist. Eine Normalisierung von 
vWF in vivo ist wichtig, urn eine Konzentrat ion von Faktor VIII 
im Plasma sowohl durch Reduktion der Faktor VIII-Eliminierungs- 
rate als auch durch Unterstiitzung der Freisetzung von endogenem 
Faktor VIII, aufrecht zu erhalten (Lethagen et al., 1992, Ann. 
Hematol. 65: 253-259). 
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Die DE 3 504 3 85 beschreibt die Durchfiihrung einer Ionenaustau- 
scherchromatographie zur Reinigung von Faktor VIII/vWF-Komplex, 
wobei der Faktor VIII-Komplex iiber Sulf atgruppen gebunden und 
mit Citratpuf f er, Calciumchlorid und NaCl-Gradient eluiert wird. 
Der Faktor VIII/vWF-Komplex wird dabei mit einer Konzentration 
von 0,5 M NaCl vom Trager eluiert. 

Die EP 0 416 983 beschreibt die Gewinnung des Faktor VIII/vWF- 
Komplexes aus menschlichem Plasma durch eine Kombination aus 
Bariumchlorid- oder Aluminiumhydroxid-Fallung und Anionen-Aus- 
tauscherchromatographie an DEAE-Fractogel . 

Harrison et al . (Thrombosis Res . , 1988; 50, 295-304) beschreibt 
die Reinigung von Faktor VIII/vWF-Komplex durch Chromatographie 
an Dextran-Sulf at-Sepharose . 

Die EP 0 600 480 beschreibt ein Auf reinigungsverf ahren fur Fak- 
tor VIII/vWF-Komplex aus Vollplasma mittels kombinierter Anio- 
nenaustauscher/Kationenaustauscher- Chromatographie . Die Elution 
des an den Kationenaustauscher adsorbierten FVIII/vWF-Komplexes 
er/folgt dabei unter Verwendung eines Ca-haltigen Puffers mit 0,3 
M NaCl in einem pH-Bereich zwischen 6,6 bis 7,0. 

Die WO 96/10584 beschreibt ein Verfahren zur Gewinnung von hoch- 
reinem rekombinantem vWF mittels kombinierter Anionenaustau- 
scher/Heparin-Af f initatschromatographie und die EP 0 705 846 die 
Trennung zwischen hoch- und niedermolekularen Fraktionen von 
rekombinantem vWF mittels Heparin-Aff initatschromatographie . 

Die im Stand der Technik beschriebenen Faktor VHI-Praparate 
enthalten zwar zum grofiten Teil das gesamte vWF-Multimerpattern, 
jedoch variieren sie im Anteil an hochmolekularen vWF (HMW-vWF) 
und niedermolekularen vWF (LMW-vWF) und weisen auch sogenannte 
Triplett-Strukturen auf, die auf einen proteolytischen Abbau, 
insbesondere von HMW-vWF, hinweisen. Die Stabilitat dieser Pra- 
parate ist dadurch oft begrenzt. 

Es wird immer wieder betont, daS Faktor VIII/vWF-Praparationen, 
enthaltend im wesentlichen HMW-vWF, moglicherweise einen guten 
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EinfluS auf die Blutungszeit hatten, da sie die primare Funktion 
des vWF, die Plattchenagglutinat ion, ausfiihren und eine hohere 
Affinitat zu den Plattchenrezeptoren Glykoprotein IB und 
Ilb/IIIa haben als niedermolekulare vWF-Multimere . 

Es besteht ein Bedarf an einem Faktor VIII-Komplex mit einer 
ausreichenden spezifischen Aktivitat an Faktor VIII :C- und vWF- 
Aktivitat. Ein Problem bei der Gewinnung eines solchen Komplexes 
ist insbesondere die Abtrennung von Molekiilen enthaltend nieder- 
molekulare vWF-Multimere und Anreicherung von Komplexen mit 
hoher spezifischer vWF-Aktivitat . 

Ziel der vorliegenden Erfindung ist es daher, einen Faktor 
VIII/vWF-Komplex mit einer verbesserten spezifischen Aktivitat 
und Stabilitat zur Verfiigung zu stellen. 

Ein weiteres Ziel ist es, ein Verfahren zur Gewinnung eines sol- 
chen Faktor VIII/vWF-Komplex zur Verfiigung zu stellen. Das Ver- 
fahren sollte sowohl fur die Reinigung von rekombinantem als 
auch plasmatischem Faktor VIII/vWF-Komplex einsetzbar sein. 

Erf indungsgemaB wird die Aufgabe dadurch gelost, daS ein Verfah- 
ren zur Gewinnung von Faktor VIII/vWF-Komplex zur Verfiigung ge- 
stellt wird, bei dem Faktor VIII/vWF-Komplex aus einer Protein- 
losung an einen Kationenaustauscher gebunden wird und durch stu- 
fenweise, f raktionierte Elution Faktor VIII/vWF-Komplex mit ver- 
besserter spezifischer vWF-Aktivitat gewonnen wird. Die Gewin- 
nung und Anreicherung von Faktor VIII/vWF mit verbesserter Akti- 
vitat und Stabilitat erfolgt insbesondere dadurch, daS Faktor 
VIII/vWF-Komplex bei einer niedrigen Salzkonzentration gebunden 
wird, durch stufenweise Erhohung der Salzkonzentration Fraktio- 
nen enthaltend Faktor VIII/vwF-Komplex mit niedermolekularen 
vWF-Multimeren, inaktiven vWF-Abbauprodukten und unspezif ische 
Begleitproteine bei einer mittleren Salzkonzentration abgetrennt 
und Fraktionen enthaltend Faktor VIII/vWF-Komplex, der insbeson- 
dere hochmolekulare vWF-Multimere enthalt, bei einer hoheren 
Salzkonzentration gewonnen werden, 

Faktor VIII/vWF-Komplex wird iiblicherweise aufgrund seines sau- 
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ren isoelektrischen Punktes (IEP = 5,5 bis 6) und seiner daraus 
resultierenden negativen Netto-Ladung im schwach sauren bis ba- 
sischen Milieu liber positiv geladene Anionenaustauscher aufge- 
reinigt. Es war daher aufgrund der bisher beschriebenen Verfah- 
ren zur Reinigung von Faktor VIII/vWF-Komplex mittels positiv 
geladener Anionenaustauscher nicht zu erwarten, da£ Faktor 
VIII/vWF-Komplex ebenfalls bei einem pH-Wert, der oberhalb des 
IEP des Komplexes liegt, und niedriger Salzkonzentration an eine 
negativ geladene Gelmatrix eines Kationenaustauschers bindet und 
von dieser durch Erhohung der Salzkonzentration selektiv eluier- 
bar ist. Es war ebenfalls nicht zu erwarten, daJS durch stufen- 
weise Elution bei einer Salzkonzentration von ungefahr zwischen 
& 250 mM und <, 300 mM unspezif ische Begleitproteine , inaktive 
vWF-Abbauprodukte, Komplexkomponenten mit geringer spezifischer 
Aktivitat, Faktor VIIl/VWF-Komplex enthaltend niedermolekulare 
vWF-Multimere, nicht -komplexierter oder nur schwach gebundener 
Faktor VIII und freier Faktor VIII eluiert werden und bei einer 
Salzkonzentration von s 300 mM insbesondere Faktor VIIl/vWF- 
Komplex mit hochmolekularen vWF-Multimere erhalten werden. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde f estgestellt , dafi mit 
dem erf indungsgemaBen Verfahren, ausgehend von einem unreinen 
biologischen Material, gereinigte Fraktionen erhalten werden, 
die im wesentlichen frei von kontaminierenden Nukleinsauren 
sind. Dadurch werden durch das Verfahreri auch Nukleinsauren aus 
Proteinpraparationen entfernt. Dieser Effekt kann mit herkommli- 
chen Verfahren mittels Anionenaustauscher nicht gezeigt werden, 
da Nukleinsauren aufgrund ihrer negativen Ladung an den Anionen- 
austauscher binden, sich durch Erhohung der Salzkonzentration 
wieder vom Anionenaustauscher ablosen und ins Eluat gelangen. 

Bei der Reinigung des Faktor VIII/vWF-Komplexes ist insbesondere 
zu beachten, daS, bedingt durch die Grofie des vWF von 500 000 
bis mehrere Millionen, nur solche Tragermaterialien gute Reini- 
gungen und Ausbeuten liefern, die den Faktor VIII/vWF-Komplex in 
der Diffusion und Verteilung in den verwendeten Tragermateria- 
lien nicht behindern. Bei der Durchfuhrung des erf indungsgemaSen 
Verfahren zur Reinigung von Faktor VIII/vWF-Komplex mit hoher 
spezifischer Aktivitat mittels Kationenaustauscher wird nicht 



- 5 - 



nur eine Gelmatrix verwendet, die eine hohe Beladungskapazitat 
besitzt, robust in der Handhabung ist und ein scharfes Elutions- 
profil zeigt, sondern die sich auch im industriellen MaSstab 
okonomisch einsetzen laSt. Damit wird das erf indungsgemaSe Ver- 
fahren insbesondere fur die Gewinrrung von gereinigtem Faktor 
VIII/vWF-Komplex im gro&technischen Ansatz interessant. 

Zur Durchfuhrung des Verfahrens kann jeder bekannte Kationenaus- 
tauscher eingesetzt werden, wobei Kationenaustauscher mit einem 
Sulfopropyl- oder Carboxymethyl-Gruppen konjugierten Trager be- 
vorzugt sind. Als gut geeignet haben sich zum Beispiel SP- 
Sepharose® Fast Flow und CM-Sepharose® Fast Flow (Pharmacia) , 
Fractogel® EMD-S03 und Fractogel® EMD COOH (Merck) , Poros® 10 SP 
und Poros® 10 S (Perseptive Biosystems) und Toyopearl™ SP 550 C 
und Toyopearl™ CM-650 (M) (TosoHaas) erwiesen. 

Als besonders giinstig fur die Gewinnung von gereinigtem vWF hat 
sich ein groBporiges Gel mit Tentakelstruktur vom Typ Fractogel® 
EMD- SO 3 und Fractogel® EMD COOH (Merck) erwiesen. 

Die Adsorption des Faktor VIII/vWF-Komplexes an den Kationenaus- 
tauscher erfolgt vorzugsweise bei einer Salzkonzentration im 
Puffer von <s 250 mM. Bevorzugte Adsorptionspuf f er weisen daher 
eine Salzkonzentration von 50 bis 250 mM, insbesondere im Be- 
reich von 150 bis 250 mM (z.B. 150 mM) auf . Durch stufenweise 
Erhohung der Salzkonzentration im Puffer kann selektiv Faktor 
VIII/vWF-Komplex enthaltend insbesondere hochmolekulare vWF- 
Multimere bei einer Salzkonzentration von i> 300 mM, vorzugsweise 
a 350 mM eluiert werden. Faktor VIII/vWF-Komplex enthaltend nie- 
dermolekulare vWF-Multimere und proteolytische vWF-Abbauproduk- 
te, die in der Proteinlosung enthalten sind und die eine geringe 
spezifische Aktivitat in bezug auf die vWF-Aktivitat , insbeson- 
dere auf die Ristocetin-Kof aktor-Aktivitat , die Kollagenbin- 
dungsaktivitat und die spezifische Plattchenagglutinat ionsakt i - 
vitat auf weisen, sowie freier Faktor VIII :C werden bei einer 
Salzkonzentration zwischen s 250 mM und s 300 mM, vorzugsweise 
bei 300 mM vom Kationenaustauscher eluiert und gegebenenf alls 
gewonnen. Diese Fraktion kann zur weiteren Reinigung beispiels- 
weise von Faktor VIII:C, der insbesondere frei ist von platt- 
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chenagglutinierender vWF-Aktivitat , eingesetzt werden. 

Die Adsorption und Desorption des Faktor VIII/vWF kann in einem 
Puffer, enthaltend als Salz ein ein- oder zweiwertiges Metall- 
ion, erfolgen, wobei als Salz vorzugsweise NaCl verwendet wird. 

Im erf indungsgemaSen Verfahren wird als Puffersystem zur Elution 
der an den Kationenaustauscher gebundenen Proteine eine Puffer- 
losung bestehend aus Puf f ersubstanzen, insbesondere Glycin, 
Phosphatpuf f er oder Citratpuf f er, und Salz verwendet. 

Der Elutionspuf f er kann einen pH-Wert im Bereich zwischen 4,5 
bis 8,5, vorzugsweise zwischen & 7,0 und < 8,5 aufweisen. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren kann als Batch-Verf ahren oder als 
Saulenchromatographie durchgef iihrt werden - 

Die optimalen Parameter wie Salzkonzentration, pH-Wert und Tem- 
peratur zur Durchfuhrung des erf indungsgemaSen Verfahrens sind 
jedoch jeweils abhangig vom verwendeten Kationenaustauschermate- 
rial. Es liegt jedoch im allgemeinen Wissen eines Fachmannes, 
die im Rahmen der vorliegenden Erfindung offenbarten Bedingungen 
zur Durchfuhrung des Verfahrens fur den jeweilig eingesetzen 
Kationenaustauschertyp zu optimieren. 

Durch das erf indungsgemaSe Verfahren wird insbesondere ein Fak- 
tor VIII/vWF-Komplex gewonnen und angereichert , der insbesondere 
hochmolekulare vWF-Multimere enthalt. 

Die gewonnene Faktor VIII/vWF-Komplex-Fraktion ist im wesent li- 
chen frei von niedermolekularen vWF-Multimeren, vWF-Fragmenten 
mit geringer spezifischer Aktivitat und kontaminierenden Nukle- 
insauren . 

Als Ausgangsmaterial zur Gewinnung von gereinigtem Faktor 
VIII/vWF-Komplex mit dem erf indungsgemaSen Verfahren kann jede 
Faktor VIII-Komplex-haltige Losung eingesetzt werden. Ausgangs- 
materialien sind insbesondere biologische Materialien, wie Plas- 
ma, eine Plasmaf raktion, Kryoprazipitat , oder ein Uberstand oder 
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ein Extrakt einer rekombinanten Zellkultur. 

Faktor VIII/vWF-Komplex-haltige Losungen konnen jedoch auch an- 
gereicherte Proteinlosungen sein, die durch einen vorangegange- 
neh Schritt, etwa uber Gelf iltration, Anionenaustauscherchroma- 
tographie, Af f initatschromatographie oder einer Kombination 
davon, vorgereinigt oder angereichert sind. 

GemaS einer besonderen Ausf uhrungsf orm des erf indungsgemaSen 
Verfahrens wird als Ausgangslosung eine uber einen Anionenaus- 
tauscher angereicherte Faktor VIII/vWF-Komplex-haltige Fraktion 
eingesetzt. Bei der anschlieSenden Kationenaustauscherchromato- 
graphie erfolgt dann eine Reinigung und Trennung von Faktor 
VIII/vWF-Komplex enthaltend hochmolekulare bzw. niedermolekulare 
vWF-Multimere . Es sind jedoch auch andere Kombinationen, wie 
etwa Af f initats-ZKationenaustauscher-Chromatographie, Anionen- 
austauscher-/Af f initats-/Kationenaustauscherchromatographie mog- 
lich, um eine Anreicherung und selektive Gewinnung von Faktor 
VIII/vWF mit verbesserter spezifischer Aktivitat und Stabilitat 
zu erreichen. 

Mit dem oben beschriebenen erf indungsgemaSen Verfahren wird Fak- 
tor VIII/vWF mit verbesserter spezifischer Aktivitat aus einem 
unreinen Faktor VIII/vWF-haltigen Material vielfach angerei- 
chert. 

Da prinzipiell jedes biologische Material mit infektiosen Keimen 
kontaminiert sein kann, wird zur Herstellung eines virussicheren 
Praparates die gewonnene Faktor VIII/vWF-haltige Fraktion zur 
Inaktivierung bzw. Abreicherung von Viren behandelt . Dazu konnen 
alle aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren, wie che- 
misch/physikalische Methoden, Inaktivierung durch Kombination 
einer photoaktiven Substanz und Licht oder Abreicherung durch 
Filtration eingesetzt werden. Zur Inaktivierung von Viren eignet 
sich insbesondere eine Hitzebehandlung in Losung bzw. in festem 
Zustand, welche sowohl lipidumhullte als auch nicht - lipidumhull - 
te Viren verlasslich inaktivieren kann. Die Virusabreicherung 
erfolgt vorzugsweise durch eine Filtration uber Nanofilter. 
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GemaS einem weiteren Aspekt stellt die vorliegende Erfindung ge- 
reinigten Faktor VIII/vWF-Komplex, der insbesondere hochmoleku- 
lare vWF-Multimere enthalt, erhaltlich aus einer Faktor VIII/ 
vWF-haltigen Losung durch Kat ionenaustauscherchromatographie zur 
Verfiigung. Faktor VIII/vWF mit erhohter spezifischer vWF-Aktivi- 
tat von vorzugsweise mindestens 6 6 U/mg Protein und erhohter 
spezifischer Faktor VIII-Aktivitat von vorzugsweise mindestens 
500 U/mg Protein wird ausgehend von einem Ausgangsmaterial ent- 
haltend u.a. Faktor VIII/vWF mit geringer Reinheit und niedriger 
spezifischer Aktivitat angereichert und Begleitproteine, insbe- 
sondere nicht oder schwach gebundener und damit freier Faktor 
VIII bzw, Faktor VIII-Komplex mit geringer vWF-Aktivitat , werden 
selektiv abgetrennt. Dadurch wird ein Faktor VIII/vWF-Komplex 
gewonnen, der hochmolekulare vWF-Multimere enthalt und im we- 
sentlichen frei ist von Faktor VIII-Komplex mit niedermolekula- 
ren vWF-Multimeren, vWF-Abbauprodukten, nicht -komplexiertem Fak- 
tor VIII und moglicherweise Faktor Villa. Der erf indungsgemaSe 
Faktor VIII/vWF-Komplex weist aufgrund der selektiven Anreiche- 
rung von hochrnolekularen vWF-Multimeren eine verbesserte Piatt - 
chenagglutinationsaktivitat und eine erhohte Stabilitat auf . 

GemaS einem weiteren Aspekt wird ein Faktor VIII:C im wesentli- 
chen frei von plattchenagglutinierender vWF-Aktivitat , erhalt- 
lich aus einer Faktor VIII/vWF-haltigen Losung, durch Kationen- 
austauschchromatographie und stufenweise Elution bei einer Salz- 
konzentration zwischen & 200 mM und ^ 3 00 mM zur Verfiigung ge- 
stellt . 

GemaS einem weiteren Aspekt wird eine gereinigte Preparation 
enthaltend Faktor VIII/vWF-Komplex, der insbesondere hochmole- 
kulare vWF-Multimere enthalt, oder Faktor VIII :C, im wesentli- 
chen frei von plattchenagglutinierender vWF-Aktivitat , zur Ver- 
fiigung gestellt. 

Bei Gewinnung und Herstellung der erf indungsgemaSen Preparation 
mit einem Ausgangsmaterial plasmatischen oder rekombinanten Ur- 
sprungs wird, wie oben beschrieben, zur Entfernung von infektio- 
sen Partikeln gegebenenf alls ein Virusabreicherungs/oder Inakti- 
vierungsverf ahren durchgef uhrt , wobei eine Virusinakt ivierung 
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und/oder Virusabreicherung prinzipiell vor oder nach jedem Rei- 
nigungsschritt ausgehend vom Ausgangsmaterial bis zur herge- 
stellten pharmazeutischen Zubereitung erfolgen kann. Damit ist 
die erf indungsgemaSe Praparation in jedem Fall virussicher und 
frei von infektiosem Material. 

Ein weiteres Kriterium fur die Reinheit und geringe Infektiosi- 
tat eines Produktes ist auch die Abwesenheit von kontaminieren- 
den Nukleinsauren. Die erf indungsgemaSe Praparation ist daher im 
wesentlichen frei von Nukleinsauren. "Im wesent lichen" bedeutet 
hier, daS der Gehalt an Nukleinsaure <; 0,7 bezogen auf das Ver- 
haltnis 260/2 80 nm ist. Die Nukleinsaure kann jedoch auch gemaS 
einem Verfahren, wie es beispielsweise in der EP 0 714 987 und 
der EP 0 714 988 beschrieben wird, quantif iziert werden. 

GemaS einem weiteren Aspekt liegt die erf indungsgema&e Prepara- 
tion in einer lagerstabilen Form vor. Die Praparation enthaltend 
gereinigten Faktor VIII/vWF mit verbesserter spezif ischer vWF- 
Aktivitat kann als fertige Losung, Lyophilisat oder tiefgefroren 
bereitgestellt werden. Aufgrund ihrer Reinheit ist die Prepara- 
tion besonders stabil. Es hat sich gezeigt, daS die erfindungs- 
gema&e Praparation bei -20°C fur mindestens 6 Monate, bei 4°C in 
Losung fur mindestens 4 Wochen und als Lyophilisat fur minde- 
stens 1 Jahr stabil ist. Es zeigte sich, daS innerhalb des je- 
weiligen Zeitraumes die Faktor VIII/vWF-Aktivitat urn maximal 10% 
reduziert wird und das Multimermuster der vWF-Multimere keine 
wesentliche Anderung zeigt. 

Die Formulierung der erf indungsgemaSen Praparation kann in an 
sich bekannter und iiblicher Weise erfolgen. Der gereinigte Fak- 
tor VTII/vWF, enthalten in der erf indungsgemafien Praparation, 
wird mit einem Puffer enthaltend Salze, wie NaCl, Trinatrium- 
citratdihydrat und/oder CaCl 2 , und Aminosauren, wie Glycin und 
Lysin, bei einem pH im Bereich von .6 bis 8 gemischt und als 
pharmazeutisches Praparat f ormuliert . 

Die Praparation kann zur Herstellung eines Arzneimittels zur Be- 
handlung von Patienten mit Hamophilie, phanotypischer Hamophilie 
und vWD verwendet werden. 
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GemaS einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung 
ein Verfahren zur Herstellung einer Faktor VIII/vWF-Komplex- 
Praparation aus Plasma oder einer Plasmaf unktion, welche da- 
durch gekennzeichnet ist, da£ Plasma oder eine Plasmaf raktion 
mit einem Kationenaustauscher kontaktiert wird, wobei der Faktor 
VIII/vWF-Komplex adsorbiert wird, der mit Faktor VIII/vWF-Kom- 
plex beladene Kationenaustauscher gegebenenf alls gewaschen wird, 
anschlie&end der Faktor VIII/vWF-Komplex eluiert wird, wobei ein 
Eluat mit einer beziiglich dem Faktor VIII/vWF-Komplex mindestens 
300-fachen Reinheit und einer Ausbeute an Faktor VIII/vWF-Kom- 
plex von mindestens 50% gegemiber Plasma erhalten wird, und 
schlieSlich das erhaltene Eluat zu einer Faktor VIII/vWF-Kom- 
plex-Praparation auf gearbeitet wird. 

Uberraschenderweise wurde im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
f estgestellt , daS der Faktor VIII/vWF-Komplex mit einer Katio- 
nenaustauscherchromatographie ausgehend von Plasma oder einer 
Plasmaf raktion in hoher Reinheit und gleichzeitig mit hoher 
Ausbeute zur Verfugung gestellt werden kann. 

Als Plasmaf raktion wird beispielsweise ein Kryoprazipitat , 
eventuell nach vorheriger Adsorptionsbehandlung zur Entfernung 
von Prothrombin-Komplex, oder eine Cohn-Fraktion eingesetzt. 

Das Verfahren eignet sich hervorragend zur Reinigung des Faktor 
VIII-Komplex aus einer Plasmaf raktion im industriellen MaSstab, 
da aufgrund der ef fektiven Reinigung eine Vielzahl von weiteren 
Reinigungsschritten, z.B. weiteren chromatographischen Reini- 
gungsschritten, nicht erforderlich ist. Es hat sich uberraschen- 
derweise gezeigt, date der Faktor VIII-Komplex durch die einfache 
Kationenaustauscherchromatographie mit einer mindestens 300- 
fachen Reinheit gegemiber Plasma, vorzugsweise mindestens 400- 
fachen Reinheit, erhalten werden kann, mit einer gleichzeitig 
hohen Ausbeute von mindestens 50%, vorzugsweise mindestens 60%, 
bezogen auf Plasma. Es ist daher bevorzugt, das Reinigungsver- 
fahren derart zu gestalten, da£ nur eine einzige chromatographi- 
sche Reinigung vorgenommen wird, namlich die an dem Kationenaus- 
tauscher. Diese chromatographische Reinigung wird ublicherweise 
als terminaler Reinigungsschritt vorgenommen, bevor der Faktor 
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VIII-Komplex zu einer pharmazeutischen Preparation formuliert 
wird. 

Ublicherweise wird das Ausgangsmaterial in einem kalziumhaltigen 
Puffer auf den Kationenaustauscher aufgetragen. Unmittelbar vor 
dem Auftragen bietet sich auch eine MaBnahme zur Inaktivierung 
von potentiell vorhandenen Viren an, wie humanpathogene Viren, 
die durch Blut ubertragbar sind. Dabei ist eine Behandlung mit 
einem viriziden Detergens bzw. einem organischen Losungsmittel 
und/oder Detergens bevorzugt . Eine Behandlung mit Triton oder 
Tween in Gegenwart von TNBP (Tri (n-butyl) phosphat ) wird bei- 
spielsweise gemafS der EP 0 131 740 durchgef iihrt . Durch die an- 
schlieSende Kationenaustauscherchromatographie wird das viruzide 
Mittel effektiv entfernt. Falls der adsorbierte Komplex gewa- 
schen wird, wird diese Waschung bevorzugterweise mit einem 
Waschpuffer durchgef iihrt , dessen Ionenstarke iiber der des Ad- 
sorptionspuf f ers liegt, beispielsweise 10 bis 30% hoher. Zur 
Elution des Faktor VIII/vWF-Komplexes wird vorzugsweise die 
Ionenstarke weiter erhoht. Die Elution des Faktor VIII/vWF-Kom- 
plexes wird durch die Erhohung der Ionenstarke erreicht, welche 
vorzugsweise um mindestens 50%, am meisten bevorzugt urn minde- 
stens 100%, gegenuber der Ionenstarke der Ausgangslosung erhoht 
ist. Der Elutionspuf f er enthalt vorzugsweise Natriumchlorid. Zur 
Formulierung einer pharmazeutischen Faktor VI II /vWF- Komplex- Pre- 
paration wird ublicherweise diafiltriert und sterilf iltriert , 
sowie gegebenenf alls lyophilisiert . 

Die Aktivitat des Faktor VIII bzw. vWF wird durch die Kationen- 
austauscherchromatographie kaum beeintrachtigt . Es hat sich 
herausgestellt , daB die Ausbeute des Faktor VIII-Komplexes von 
mehr als 90% bezogen auf die Aktivitat vor der Chromatographic 
gewahrleistet ist. Deshalb kann auch wahrend der chromatographi- 
schen Reinigung auf iibliche Stabilisatoren des Faktor VIII, wie 
z.B. Antithrombin III und/oder Heparin verzichtet werden. 

Im Gegensatz zu im Stand der Technik bekannten Verfahren, in 
welchen die Kationenaustauscherchromatographie stets nur fur 
bereits auf gereinigte Faktor VIII/vWF-Komplex-Praparationen in 
Erwagung gezogen worden ist (vgl. EP 0 600 480 -A2) , hat sich 
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erf indungsgema£ gezeigt, dafi sich die Kationenaustauscherchro- 
matographie ausgezeichnet zur direkten Reinigung von Faktor 
VIII/vWF-Komplex aus Plasma oder einer (rohen) Plasmaf raktion 
eignet. Mit einem derartigen Verfahren ist es nicht einmal not- 
wendig, zur Herstellung einer Faktor VI II /vWF-Komplex- Prepara- 
tion weitere chromatographische Verfahren vorzusehen, da die 
Reinheit, die durch die Kationenaustauscherchromatographie aus- 
gehend von Plasma oder einer Plasmaf raktion erzielt wird, be- 
reits den Anf orderungen an kommerzielle Faktor VIII/vWF-Komplex- 
Praparate geniigt . 

Die Erfindung wird anhand der nachf olgenden Beispiele und der 
Zeichnungsf iguren naher erlautert, wobei sie jedoch nicht auf 
diese Ausf uhrungsbeispiele beschrankt ist. 

Es zeigen: . . 

Figur 1: vWF-Multimer-Analyse von Faktor VIII/vWF-Komplex aus 
Kryoprazipitat vor und nach Reinigung mit Kationen- 
austauscher 

Figur 2: vWF-Multimer-Analyse von Faktor VIII/vWF-Komplex aus 
Kryoprazipitat vor und nach Reinigung mittels kombi- 
nierter Anionen/Kationenaustauscherchromatographie 

Beispiel 1 beschreibt die Reinigung von plasmatischem Faktor 
VIII/vWF-Komplex durch Kationenaustauscherchromatographie und 
stufenweiser Elution; Beispiel 2 beschreibt die Reinigung von 
Faktor VIII/vWF-Komplex durch Kombination von Anionen-/Kationen- 
austauscherchromatographie und stufenweiser Elution vom Katio- 
nenaustauscher; Beispiel 3 beschreibt die Reinigung von rvWF/ 
rFaktor VIII-Komplex mittels Kationenaustauscher ; Beispiel 4 
beschreibt die Isolierung des Faktor VIII/vWF-Komplexes iiber 
Kat ionenaus tausch . 

Beispiel 1: 

Reinigung von plasmatischem FVIII-Komplex durch Kationen- 
Aus tausch r chromatographic 

Kryoprazipitat aus humanem Plasma wurde in Natrium-Acetat-Puf - 
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fer, pH 7, aufgelost unci es wurden 20 Einheiten Heparin pro ml 
Losung zugegeben. Pro 1 g Kryoprazipitat wurden 0,25 ml 2% 
Al (OH) -Suspension zugegeben, und fur 30 Minuten inkubiert . An- 
schlieEend wurde fur 20 Minuten bei 10000 RPM zentrif ugiert , um 
ein trubungsf reies Kryoprazipitat zu erhalten. 

Eine Chromatographiesaule wurde mit Fractogel® EMD-S03 gefiillt 
und mit Puffer (30 mM Glycin-NaCl-Puf f er) gespiilt. AnschlielSend 
wurde aufgelostes Kryoprazipitat durch die Kationenaustauscher- 
saule filtriert und im Durchflufi wurden solche Proteine erhal- 
ten, die nicht an den Austauscher binden (Fraction 1) . Unspezi- 
fisch gebundene Proteine wurden durch Spulen der Saule mit 0,3 M 
NaCl in Puffer entfernt (Fraktion 2) . AnschlieSend wurde FVIII/ 
vWF-Komplex von der Austauschersaule durch Elution mit 0,4 M 
bzw. 0,5 M NaCl eluiert (Fraktion 3 bzw. Fraktion 4). 

Aus der Tabelle 1 ist ersichtlich, dafi sowohl vWF als auch FVIII 
durch den Kationenaustauscher gebunden wurden. Durch Spiilen der 
Kationenaustauschersaule mit 0,3 M NaCl (Fraktion 2) wurden kein 
vWF und nur 10 % der FVIII-Aktivitat erhalten. Durch diese Elu- 
tionsstufe wurde der. FVIII, der nicht als Komplex mit funktio- 
nell aktivem vWF vorlag, abgetrennt . Durch anschiieSende Desorp- 
tion mit 0,4 M NaCl (Fraktion 3) wurde FVI I I/vWF- Komplex erhal- 
ten, der etwa 20 % des funktionell aktiven vWF und etwa 30 % der 
Gesamtmenge an FVIII enthielt. Der restliche FVIII -Komplex wurde 
anschliefiend mit 500 mM NaCl vom Kationenaustauscher eluiert 
(Fraktion 4) . Fraktion 4 enthielt Faktor VIIl/vWF-Komplex, der 
80 % der vWF-Aktivitat und 50 % der FVIII-Aktivitat ausgehend 
vom Kryoprazipitat beinhaltet. Durch die Kationenaustauscher- 
chromatographie kam es zu einer 20-fachen Reinigung von FVIII 
(spezifische Aktivitat: 12 IU FVIII :C/mg Protein) gegeniiber 
Kryoprazipitat bzw. zu einer 350-fachen Aufreinigung von FVIII 
bezogen auf Plasma (Fraktion 4) . Aus der Fraktion 3 kann FVIII 
gewonnen werden. 

Figur 1 zeigt die vWF-Multimer-Analyse von Faktor VIIl/vWF- 
Komplex vor und nach Reinigung mit Kationenaustauscher, wobei 
Spur A das vWF-Mult imermuster des Kryoprazipitats , Spur B des 
300 mM NaCl-Eluats (Fraktion 2, Tabelle 1), Spur C des 400 mM 
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NaCl-Eluats (Fraktion 3, Tabelle 1) und Spur D des 500 mM Eluats 
(Fraktion 4, Tabelle 1) darstellt. Aus Figur 1 ist ersichtlich, 
daS durch die Kationenaustauscherchromatographie ein Faktor 
VIII/vWF-Komplex mit hochmolekularen vWF-Multimerstruktur erhal- 
ten wird. Faktor VIII/vWF-Komplex enthaltend niedermolekulare 
vWF-Multimere wird entweder nicht an den Kationenaustauscher 
gebunden (Fraktion 1) oder bei der Elution mit 0,3 M NaCl abge- 
trennt (Fraktion 2) . 



Tabelle 1: Reinigung von FVIII/vWF-Komplex aus Kryoprazipitat 
mitt els Kationenaustauscherchromatographie 



Probe 


vWF:Risto-CoF-Aktivitat 
(U/ml) 


FVI1I : C-Aktivitat 
(U/ml) 


Kryoprazipitat 


2,2 


2,4 


Fraktion 1 
(Nicht gebunden) 


0 


0 


Fraktion 2 

(Eluat 3 00 mM NaCl) 


0 


0,1 


Fraktion 3 

(Eluat 400 mM NaCl) ' 


1,8 


3,6 


Fraktion 4 

(Eluat 500 mM NaCl) 


1,8 


1,5 



Beispiel 2: 

Reinigung von plasmatischem FVIII/vWF-Komplex durch Kombination 
von Anionen-/Kationenaustauscherchromatographie 

Kryoprazipitat aus humanem Plasma wurde in einem Puffer aus 7 mM 
Tri's, 100 mM Na-Acetat, 100 mM Lysin, 120 mM NaCl bei pH 6 , 7 
aufgelost. Zur Vorbehandlung wurde Al (OH) eingeriihrt. An- 
schlieSend wurde der Niederschlag durch Zentrif ugat ion abge- 
trennt . 

Auf diese Weise vorbehandeltes Kryoprazipitat wurde auf eine 
Saule Fractogel® EMD-TMAE aufgetragen. Nicht gebundene Proteine 
wurde durch Spulen der Saule mit Losungspuf f er erhalten (Frak- 
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tion 1) . Diese Fraktion 1 enthielt 60 % der vWF-Aktivitat , je- 
doch nur 10 % der FVIII-Aktivitat. Durch Elution der Saule mit 
400 mM NaCl (Fraktion 2) wurde anschliefcend FVIII/vWF-Komplex 
erhalten. Fraktion 2 enthielt die restliche vWF-Aktivitat und 
70 % der FVIII-Aktivitat ausgehend vom Kryoprazipitat . 



Tabelle 2: Reinigung von FVIII-vWF-Komplex durch Kombination 

von Anionen- und Kationenaustauscherchromatographie 



Probe 


vWF : RistoCoF-Aktivitat 
(U/ml) 


FVIII:C Aktivitat 
(U/ml) 


Kryoprazipitat 


12 , 5 


12, 2 


Fraktion 1 
(nicht gebunden) 


3,5 


0,7 


Fraktion 2 

(Eluat 400 mM NaCl) 


2, 5 


14, 5 



Der FVIII/vWF-Komplex der Fraktion 2 wurde mit 20 mM Glycin/ 
NaCl-Puffer 4-fach verdunnt, und anschlieSend auf eine Kationen- 
austauschersaule Fractogel® EMD-S03 aufgetragen. Nicht -bindende 
Proteine wurden in der Fraktion 1 erhalten. Schwach gebundene 
Proteine wurden durch Spulen der Saule mit 2 00 mM NaCl entfernt 
(Fraktion 2) . AnschlieEend wurde stufenweise mit 400 mM NaCl 
(Fraktion 3) und 500 mM NaCl (Fraktion 4) eluiert . In den Frak- 
tionen 3 und 4 wurden jeweils 45 % der vWF-Aktivitat und 55 % 
bzw. 4 0 % der FVII I -Aktivitaten gefunden. 

Tabelle 3: Reinigung von FVIII/vWF-Komplex durch Kombination 

von Anionen- und Kationenaustauscherchromatographie 
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Probe 


vWF:RistoCoF Aktivitat 

/TT /ml \ 

(U/ml) 


FVIII:C Aktivitat 

/TT /ml \ 


Ausgang 


0, 63 


3,6 


Fraktion 1 
(nicht gebunden) 


0 . , * 


0 


Fraktion 2 

(Eluat 200 mM NaCl) 


0 


U 


Fraktion 3 

(Eluat 4 00 mM NaCl) 


0,3 


2,26 


Fraktion 4 

(Eluat 500 mM NaCl) 


0, 25 


1,43 



Aus der Tabelle 3 ist ersichtlich, daE sowohl vWF als auch FVIII 
durch den Kationenaustauscher gebunden werden. Durch Spiilen der 
Kationenaustauschersaule mit 0,2 M NaCl (Fraktion 2) wurde kein 
aktiver vWF und kein FVIII gefunden. Der FVIII/vWF-Komplex wurde 
anschliefiend in den Fraktionen 3 und 4 eluiert . 

Wahrend die spezifische Aktivitat des FVIII :C im Kryoprazipitat 
0,59 U/mg Protein betrug, betragt die spezifische Aktivitat des 
FVIII :C in den Fraktionen 3 und 4 500 U/mg Protein bzw. 477 U/mg 
Protein. Die spezifische Aktivitat des vWF stieg ausgehend von 
Kryoprazipitat von 0,6 U/mg Protein auf 66 U/mg Protein und 83 
U/mg Protein in den Fraktionen 3 und 4. 

Figur 2 zeigt die vWF-Multimer-Analyse von Faktor VIII/vWF-Kom- 
plex vor und nach Reinigung mit kombinierter Anionen-/Kationen- 
austauscherchromatographie , wobei die Spuren a bis c die Chroma- 
tographic am Anionenaustauscher und die Spuren d bis g am Katio- 
nenaustauscher zeigen. Fig. 2 zeigt in Spur a das vWF-Mult imer- 
muster des Kryoprazipitats , Spur b des Durchlaufs (Fraktion 1, 
Tabelle 2), Spur c des 400 mM NaCl-Eluats (Fraktion 2, Tabelle 

2) , Spur d des 400 mM NaCl-Eluats (Fraktion 2, Tabelle 2) vor 
Kationenaustauscher, Spur e des 200 mM NaCl-Eluats (Fraktion 2, 
Tabelle 3), Spur f des 400 mM NaCl-Eluats (Fraktion 3, Tabelle 

3) und Spur g des 500 mM NaCl-Eluats (Fraktion 4, Tabelle 3) . 
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Beispiel 3: 

Reinigung eines r-vWF/r-FVIII-Komplexes mittels Kationenaus- 
taus cher chroma tographi e (Derzeit nach Ansicht der Anmelderin der 
beste Weg zur Ausfuhrung der Erfindung) 

1000 ml eines Zellkulturiiberstandes , enthaltend rekombinanten 
rFVIII/rvWF-Komplex, wurden auf eine Saule, gefullt mit 20 ml 
Fractogel® TSK-S03, aufgetragen. Nach dem Waschen der Saule mit 
Puffer, pH 7,4, mit 250 mM NaCl, wurde der gebundene rFVIII/ 
rvWF-Komplex mit einem Puffer, pH 7,4, mit 600 mM NaCl eluiert. 
In Tabelle 4 sind die Ergebnisse dieses Saulenlaufes darge- 
stellt . 



Tabelle 4: Reinigung von rekombinanten rFVIII/rvWF-Komplex 
mittels Kationenaustauscherchromatographie 



Probe 


FVIII :C Aktivitat 
(U/ml) 


vWF:RistoCoP-Aktivita.t 
(U/ml) 


Ausgang 


2,3 


0,1 


Durchf lufi 


0,1 


0 


250 mM NaCl-Eluat 


0,2 


0 


600 mM NaCl-Eluat 


85 


4,4 



Das Beispiel zeigt, daE ein Komplex bestehend aus rekombinantem 
FVIII und rekombinantem vWF (der normalerweise wahrend der Fer- 
mentation von rekombinantem FVIII anfallt) an einen Kationenaus- 
tauscher bindet und selektiv durch Erhohung der Salzkonzentra- 
tion, von Begleitproteinen getrennt, eluiert werden kann. 

In dem Beispiel wurde ein rFVIII/rvWF-Komplex mit einer spezifi- 
schen FVIII -Aktivitat von 13 0 U/mg Protein in einer Ausbeute von 
75% erhalten. Dies entspricht einem Reinigungsf aktor von 28 fur 
diesen Schritt . Die spezifische Aktivitat des r-vWF hangt stark 
von der Qualitat des exprimierten r-vWF ab . In diesem Fall lag 
sie bei 7 U/mg im Eluat, was einem Reinigungsf aktor von 35 ent- 
spricht . 

Durch Variation des rFVI I I/rvWF- Verhaltnisses im Ausgang, oder 
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durch AnschlieSen eines weiteren chromatographischen Schrittes, 
kann die spezifische Aktivitat des FVIII :C noch weiter verbes- 
sert werden. 

Beispiel 4: 

Isolierung des FVIIl/vWF-Komplexes \iber Kationenaustausch 
Beispiel 4A: 

210 g Kryoprazipitat werden in 950 ml CaCl 2 -heparinhaltigem 
Citratpuffer gelost und auf pH 6,0 gestellt. Unlosliche Anteile, 
hauptsachlich Fibrinogen, wurden abtrennt . Zur Inaktivierung von 
eventuell vorhandenen pathogenen Viren wurde die klare Losung 
mit 1 % Triton X10 0 und 0,3 % TNBP (Tri (n-butyl) phosphat 
behandelt. 100 ml Fractogel EMD-S0 3 " -650 (M) der Fa. Merck, 
Darmstadt (DE) , wurden zur Adsorption des virusinaktivierten 
FVIII herangezogen, das zuvor bei pH 6,0 in einer 
acetatgepuf ferten NaCl-Losung mit einer Leitf ahigkeit von 10 
mS/cm aquilibriert wurde. Der FVIII wurde durch Erhohung der 
Ionenstarke auf 500 mM NaCl vom Gel abeluiert; vorher wurde eine 
Waschung mit 500 ml 150 mM NaCl-Losung durchgef iihrt . 

Beispiel 4B: 

Statt Fractogel EMD-S0 3 " wurde in diesem Beispiel Toyopearl SP- 
550C verwendet . 



Ergebnisse 





Ausbeute/ Plasma 
FVIIIc FvWF 


Reinheitsgrad gegemiber 
Plasma 


Beispiel 4A 


62 % 68 % 


450 X 


Beispiel 4B 


56 % 62 % 


370 X 



FVIIIc und FvWF sind in derselben Fraktion gewonnen worden, 
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Patentanspriiche : 

1. Verfahren zur Gewinnung von Faktor VIII/vWF-Komplex, dadurch 
gekennzeichnet, da£ Faktor VIII/vWF-Komplex aus einer Proteinlo- 
sung an einen Kationenaustauscher gebunden und durch stufenweise 
Elution Faktor VIII/vWF-Komplex, der insbesondere hochmolekulare 
vWF-Multimere enthalt, gewonnen wird. 

2. Verfahren nach Anspruch. 1, dadurch gekennzeichnet, daS Faktor 
VIII/vWF-Komplex bei einer Salzkonzentration von < 250 mM an 
einen Kationenaustauscher gebunden wird und Faktor VIII/vWF- 
Komplex, enthaltend niedermolekuare vWF-Multimere , Faktor VIII 
frei von plattchenagglutinierender vWF-Aktivitat und Faktor 
VIII :C bei einer Salzkonzentration zwischen ^ 250 mM und £ 300 
mM eluiert und gewonnen wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daS 
Faktor VIII/vWF-Komplex, enthaltend insbesondere hochmolekulare 
vWF-Multimere, durch stufenweise Fraktionierung bei einer Salz- 
konzentration von & 300 mM, vorzugsweise & 350 mM gewonnen wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da£ eine 
Faktor VIII/vWF-Komplex-haltige Fraktion gewonnen wird, die ins- 
besondere frei ist von niedermolekularen vWF-Multimeren und vWF- 
Abbauprodukten, nicht-komplexierten, oder schwach an vWF gebun- 
denem Faktor VIII und kontaminierenden Nukleinsauren . 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£, die Elution der Polypeptide vom Kationenaustau- 
scher in einem Puffersystem mit einem pH-Wert im Bereich zwi- 
schen 4,5 und 8,5, vorzugsweise s 7,1 und < 8,5 erf olgt . 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS der Kationenaustauscher ein Sulfopropyl- oder 
Carboxymethyl -Gruppen konjugierte Trager ist. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS ein Faktor VIII/vWF-Komplex enthaltend insbeson- 
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dere hochmolekulare vWF-Multimere gewonnen wird. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7 dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi Faktor VIII/vWF-Komplex aus Plasma, einer Plasma - 
fraktion, Kryoprazipitat , dem zellfreien Uberstand oder Extrakt 
einer rekombinanten Zellkultur, oder einer angereicherten Prote 
infraktion gewonnen wird. 

9. Faktor VIII/vWF-Komplex, enthaltend insbesondere hochmoleku- 
lare vWF-Multimere, erhaltlich aus einer Faktor VIII/vWF-halti- 
gen Losung durch Kationenaustauscherchromatographie . 

10. Faktor VIII/vWF-Komplex nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi er insbesondere frei ist von niedermolekularen 
vWF-Multimeren, inaktiven vWF-Abbauprodukten und Faktor VIII 
frei von plattchenagglutinierender vWF-Aktivitat und von Faktor 
VIIIa-Aktivitat . 

11. Faktor VIII/vWF-Komplex nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS er eine spezifische vWF-Aktivitat .von mindestens 
66 U/mg Protein und eine spezifische Faktor VIII -Aktivitat von 
mindestens 500 U/mg Protein aufweist. 

12. Faktor VIII :C im wesentlichen frei von plattchenagglutinie- 
render vWF-Aktivitat , erhaltlich aus einer .Faktor VIIl/vWF-hal- 
tigen Losung durch Kationenaustauscherchromatographie und stu- 
fenweise Elution bei einer Salzkonzentration zwischen ;> 200 mM 
und < 3 00* mM. 

13. Preparation enthaltend Faktor VIII/vWF-Komplex oder Faktor 
VIII :C gemaS einem der Anspruche 11 oder 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS sie virussicher und frei von infektiosem Material 
ist . 

14. Preparation nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet , daS 
sie in einer lagerstabilen Form vorliegt. 

15. Preparation nach einem der Anspruche 13 oder 14, dadurch ge 
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kennzeichnet , daS sie als pharmazeutisches Praparat formuliert 
ist . 

16. Verwendung einer Preparation nach einem der Anspriiche 13 bis 
15 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Pa- 
tienten mit Hamophilie A f phanotypischer Hamophilie und vWD. 

17. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS von 
Plasma oder einer Plasmaf raktion ausgegangen wird, und der Fak- 
tor VIII/vWF-Komplex in einer mindestens 300-fachen Reinheit und 
einer Ausbeute von mindestens 50% gegeniiber Plasma erhalten 
wird. 

18. Verfahren zur Herstellung einer Faktor VIII/vWF-Komplex-Pra- 
paration aus Plasma oder einer Plasmaf raktion, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS Plasma oder eine Plasmaf raktion mit einem Katio- 
nenaustauscher kontaktiert wird, wobei der Faktor VIII/vWF-Kom- 
plex adsorbiert wird, der mit Faktor VIII/vWF-Komplex beladene 
Kationenaustauscher gegebenenf alls gewaschen wird, anschlieSend 
der Faktor VIII/vWF-Komplex eluiert wird, wobei ein Eluat mit 
einer beziiglich dem Faktor VIII/vWF-Komplex mindestens 3 00- 
fachen Reinheit und einer Ausbeute an Faktor VIII/vWF-Komplex 
von mindestens 50% gegeniiber Plasma erhalten wird, und schlieS- 
lich das erhaltene Eluat zu einer Faktor VIII/vWF-Komplex- Prepa- 
ration aufgearbeitet wird. 

19. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet , daS das 
Eluieren des Faktor VIII/vWF-Komplexes vom Kationenaustauscher 
derart durchgefuhrt wird, daS das erhaltene Eluat Faktor VIII in 
einer Ausbeute enthalt, die mindestens 90% der Faktor VIII- 
Aktivitat vor der Adsorption an den Kationenaustauscher betragt . 

20. Verfahren nach Anspruch 18 oder 19, dadurch gekennzeichnet, 
da£ beim Aufarbeiten des Faktor VIII/vWF-Praparats kein weiterer 
chromatographischer Reinigungsschritt vorgenommen wird . 
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Verfahren zur Reinigung von Faktor VIII/vWF-Komplex 
mittels Kationenaustauscherchromatoaraphie 



Zusammenf as sung 



Beschrieben wird ein Verfahren zur Gewinnung von Faktor 
VIII/vWF-Komplex, welches sich dadurch auszeichnet, da£ Faktor 
VIII/vWF-Komplex aus einer Proteinlosung an einen Kationenaus- 
tauscher gebunden und durch stufenweise Elution Faktor VIII/vWF- 
Komplex, der insbesondere hochmolekulare vWF-Multimere enthalt, 
gewonnen wird, sowie ein Faktor VIII/vWF-Komplex, erhaltlich 
mittels Kationenaustauscherchromatographie . 



Fig. 1. 
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(54) Title: METHOD FOR PURIFYING FACTOR VIII/VWF COMPLEX BY CATION-EXCHANGE CHROMATOGRAPHY 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR REINIGUNG VON FACTOR VIII/VWF-KOMPLEX MITTELS KATIONENAUSTAUSCHER- 
CHROMATOGRAPHIE 



(57) Abstract 

The invention relates to a method for obtaining factor VIII/vWF complex, characterized in that factor VIII/vWF complex from a 
protein solution is bonded with a cation-exchanger and factor VIII/vWF complex especially containing vWF multimers of high molecular 
weight is obtained by gradual elution. Tbe invention also relates to a factor VIII/vWF complex which can be obtained by cation-exchange 
chromatography. 



(57) Zusammenfassung 

Beschrieben wird ein Verfahren zur Gewinnung von Faktor VlII/vWF-Komplex, welches sich dadurch auszelchnet, daB 
Faktor VHI/vWF-Komplcx aus einer Proteinlosung an einen Kationenaustauscher gebunden und durch stufenweise Elution Faktor 
VUI/vWF-Komplex, der insbesondere hochmolekulare vWF-Multimere enthalt, gewonnen wird, sowie ein Faktor VIII/vWF-Komplex, 
erhaltlich mittels Kationenaustauscherchromatographie. 
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Verfahren zur Reinigung von Faktor VIII/vWF-Komplex 
mittels Kationenaustauscherchromatographie 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Reinigung von Faktor 
VIII/vWF-Komplex aus einem biologischen Ausgangsmaterial mittels 
Kationenaustauscherchromatographie unci stufenweiser Elution, so- 
wie gereinigten Faktor VIII/vWF-Komplex, der insbesondere hoch- 
molekularen vWF-Multimeren, enthalt. 

Im Plasma zirkuliert der von Willebrand-Faktor in einer Konzen- 
tration von 5 bis 10 mg/1 und zum gr6£ten Teil in Form eines 
nicht-kovalent gebundenen Komplexes mit Faktor VIII. Im Kryo- 
prazipitat ist Faktor VIII/vWF-Komplex stark angereichert und 
kann daraus oder aus Plasma oder Plasmaf raktionen mit bekannten 
Fraktionierungsverfahren isoliert werden. 

Bei der Hamophilie ist die Blutgerinnung durch Mangel an be- 
stimmten plasmatischen Blutgerinnungsf aktoren gestort. Bei der 
Hamophilie A beruht die Blutungsneigung auf einem Mangel an Fak- 
tor VIII bzw. vWF {phanotypische Hamophilie) . Die Behandlung der 
Hamophilie A erfolgt in erster Linie durch Ersatz des fehlenden 
Gerinnungsfaktors durch Faktorenkonzentrate z.B. durch Infusion 
von Faktor VIII oder Faktor VIII/vWF-Komplex . 

Fur den Einsatz zur Therapie von Patienten mit Hamophilie A, 
aber auch von von Willebrand- Syndrom ist ein gereinigter Faktor 
VIII, komplexiert mit vWF, wiinschenswert (Berntorp, 1994, 
Haemostasis 24:289-297). Insbesondere wird immer wieder betont, 
dalS in Praparaten ohne oder nur einem geringen Gehalt an vWF, 
eine verlangerte Blutungszeit und eine geringe Faktor VIII :C- 
Halbwertszeit in vivo zu beobachten ist. Eine Normal is ierung von 
vWF in vivo ist wichtig, urn eine Konzentration von Faktor VIII 
im Plasma sowohl durch Reduktion der Faktor VIII-Eliminierungs- 
rate als auch durch Unterstutzung der Freisetzung von endogenem 
Faktor VIII, aufrecht zu erhalten (Lethagen et al., 1992 f Ann. 
Hematol. 65: 253-259) . 
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Die DE 3 504 385 beschreibt die Durchfuhrung einer Ionenaustau- 
scherchromatographie zur Reinigung von Faktor VIII/vWF-Komplex, 
wobei der Faktor VIII-Komplex uber Sulf atgruppen gebunden und 
mit Citratpuf f er, Calciumchlorid und NaCl-Gradient eluiert wird. 
Der Faktor VTII/vWF-Komplex wird dabei mit einer Konzentration 
von 0,5 M NaCl vom Trager eluiert. 

Die EP 0 416 983 beschreibt die Gewinnung des Faktor VIII/vWF- 
Komplexes aus menschlichem Plasma durch eine Kombination aus 
Bariumchlorid- oder Aluminiumhydroxid-Fallung und Anionen-Aus- 
tauscherchromatographie an DEAE-Fractogel . 

Harrison et al , (Thrombosis Res., 1988; 50, 295-304) beschreibt 
die Reinigung von Faktor VIII/vWF-Komplex durch Chromatographic 
an Dextran-Sulf at-Sepharose. 

Die EP 0 600 480 beschreibt ein Auf reinigungsverf ahren fur Fak- 
tor VIII/vWF-Komplex aus Vollplasma mittels kombinierter Anio- 
nenaustauscher/Kationenaustauscher-Chromatographie . Die Elution 
des an den Kationenaustauscher adsorbierten FVTII/vWF-Komplexes 
erfolgt dabei unter Verwendung eines Ca-haltigen Puffers mit 0,3 
M NaCl in einem pH-Bereich zwischen 6,6 bis 7,0. 

Die WO 96/10584 beschreibt ein Verfahren zur Gewinnung von hoch- 
reinem rekombinantem vWF mittels kombinierter Anionenaustau- 
scher/Heparin-Aff initatschromatographie und die EP 0 705 846 die 
Trennung zwischen hoch- und niedermolekularen Fraktionen von 
rekombinantem vWF mittels Heparin-Aff initatschromatographie . 

Die im Stand der Technik beschriebenen Faktor VHI-Praparate 
enthalten zwar zum grofiten Teil das gesamte vWF-Multimerpattern, 
jedoch variieren sie im Anteil an hochmolekularen vWF (HMW-vWF) 
und niedermolekularen vWF (LMW-vWF) und weisen auch sogenannte 
Triplett-Strukturen auf, die auf einen proteolytischen Abbau, 
insbesondere von HMW-vWF, hinweisen. Die Stabilitat dieser Pra- 
parate ist dadurch oft begrenzt. 

Es wird immer wieder betont, dai§ Faktor VTII/vWF-Praparationen, 
enthaltend im wesentlichen HMW-vWF, moglicherweise einen guten 
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EinfluE auf die Blutungszeit hatten, da sie die primare Funktion 
des vWF, die Plattchenagglutination, ausfiihren und eine hohere 
Affinitat zu den Plattchenrezeptoren Glykoprotein IB und 
Ilb/IIIa haben als niedermolekulare vWF-Multimere . 

Es besteht ein Bedarf an einem Faktor VIII-Komplex mit einer 
ausreichenden spezifischen Aktivitat an Faktor VIII:C- und vWF- 
Aktivitat. Ein Problem bei der Gewinnung eines solchen Komplexes 
ist insbesondere die Abtrennung von Molekiilen enthaltend nieder- 
molekulare vWF-Multimere und Anreicherung von Komplexen mit 
hoher spezifischer vWF-Aktivitat . 

Ziel der vorliegenden Erfindung ist es daher, einen Faktor 
VIII/vWF-Komplex mit einer verbesserten spezifischen Aktivitat 
und Stabilitat zur Verfiigung zu stellen. 

Ein weiteres Ziel ist es, ein Verfahren zur Gewinnung eines sol- 
chen Faktor VIII/vWF-Komplex zur Verfiigung zu stellen. Das Ver- 
fahren sollte sowohl fur die Reinigung von rekombinantem als 
auch plasmatischem Faktor VIII/vWF-Komplex einsetzbar sein. 

Erf indungsgemafi wird die Aufgabe dadurch geldst, daS ein Verfah- 
ren zur Gewinnung von Faktor VIII/vWF-Komplex zur Verfiigung ge- 
stellt wird, bei dem Faktor VIII/vWF-Komplex aus einer Protein- 
losung an einen Kationenaustauscher gebunden wird und durch stu- 
fenweise, f raktionierte Elution Faktor VIII/vWF-Komplex mit ver- 
besserter spezifischer vWF-Aktivitat gewonnen wird. Die Gewin- 
nung und Anreicherung von Faktor VIII/vWF mit verbesserter Akti- 
vitat und Stabilitat erfolgt insbesondere dadurch, daS Faktor 
VIII/vWF-Komplex bei einer niedrigen Salzkonzentration gebunden 
wird, durch stufenweise Erhohung der Salzkonzentration Fraktio- 
nen enthaltend Faktor VIII/vwF-Komplex mit niedermolekularen 
vWF-Multimeren, inaktiven vWF-Abbauprodukten und unspezif ische 
Begleitproteine bei einer mittleren Salzkonzentration abgetrennt 
und Fraktionen enthaltend Faktor VIII/vWF-Komplex, der insbeson- 
dere hochmolekulare vWF-Multimere enthalt* bei einer hoheren 
Salzkonzentration gewonnen werden, 

Faktor VIII/vWF-Komplex wird ublicherweise aufgrund seines sau- 
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ren isoelektrischen Punktes (IEP = 5,5 bis 6) und seiner daraus 
result ierenden negativen Net to -Ladling im schwach sauren bis ba- 
sischen Milieu iiber positiv geladene Anionenaustauscher aufge- 
reinigt. Es war daher aufgrund der bisher beschriebenen Verfah- 
ren zur Reinigung von Faktor VIII/vWF-Komplex mittels positiv 
geladener Anionenaustauscher nicht zu erwarten, daS Faktor 
VIII/vWF-Komplex ebenfalls bei einem pH-Wert, der oberhalb des 
IEP des Komplexes liegt, und niedriger Salzkonzentration an eine 
negativ geladene Gelmatrix eines Kationenaustauschers bindet und 
von dieser durch Erhohung der Salzkonzentration selektiv eluier- 
bar ist. Es war ebenfalls nicht zu erwarten, daS durch stufen- 
weise Elution bei einer Salzkonzentration von ungefahr zwischen 
a 250 mM und «s 300 mM unspezif ische Begleitproteine , inaktive 
vWF-Abbauprodukte, Komplexkomponenten mit geringer spezifischer 
Aktivitat, Faktor VIII/VWF-Komplex enthaltend niedermolekulare 
vWF-Multimere, nicht -komplexierter oder nur schwach gebundener 
Faktor VIII und freier Faktor VIII eluiert werden und bei einer 
Salzkonzentration von ;> 300 mM insbesondere Faktor VIII/vWF- 
Komplex mit hochmolekularen vWF-Multimere erhalten werden. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde f estgestellt , daS mit 
dem erf indungsgemafien Verfahren, ausgehend von einem unreinen 
biologischen Material, gereinigte Fraktionen erhalten werden, 
die im wesentlichen frei von kontaminierenden Nukleinsauren 
sind. Dadurch werden durch das Verfahren auch Nukleinsauren aus 
Proteinpraparationen entfernt. Dieser Effekt kann mit herkommli- 
chen Verfahren mittels Anionenaustauscher nicht gezeigt werden, 
da Nukleinsauren aufgrund ihrer negativen Ladung an den Anionen- 
austauscher binden, sich durch Erhohung der Salzkonzentration 
wieder vom Anionenaustauscher ablosen und ins Eluat gelangen. 

Bei der Reinigung des Faktor VI I I /vWF- Komplexes ist insbesondere 
zu beachten, da£, bedingt durch die GroSe des vWF von 500 0 00 
bis mehrere Millionen, nur solche Tragermaterialien gute Reini- 
gungen und Ausbeuten liefern, die den Faktor VIII/vWF-Komplex in 
der Diffusion und Verteilung in den verwendeten Tragermateria- 
lien nicht behindern. Bei der Durchfuhrung des erf indungsgemaSen 
Verfahren zur Reinigung von Faktor VIII/vWF-Komplex mit hoher 
spezifischer Aktivitat mittels Kationenaustauscher wird nicht 
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nur eine Gelmatrix verwendet , die eine hohe Beladungskapazitat 
besitzt, robust in der Handhabung ist und ein scharfes Elutions- 
profil zeigt, sondern die sich auch im industriellen Mafistab 
okonomisch einsetzen laSt . Damit wird das erf indungsgemafie Ver- 
fahren insbesondere fur die Gewinnung von gereinigtem Faktor 
VIII/vWF-Komplex im groStechnischen Ansatz interessant . 

Zur Durchf uhrung des Verfahrens kann jeder bekannte Kationenaus- 
tauscher eingesetzt werden, wobei Kationenaustauscher mit einem 
Sulfopropyl- oder Carboxymethyl-Gruppen konjugierten Trager be- 
vorzugt sind. Als gut geeignet haben sich zum Beispiel SP- 
Sepharose® Fast Flow und CM-Sepharose® Fast Flow (Pharmacia) , 
Fractogel® EMD-S03 und Fractogel® EMD COOH (Merck) , Poros® 10 SP 
und Poros® 10 S (Perseptive Biosystems) und Toyopearl™ SP 550 C 
und Toyopearl™ CM- 650 (M) (TosoHaas) erwiesen. 

Als besonders gunstig fur die Gewinnung von gereinigtem vWF hat 
sich ein groSporiges Gel mit Tentakelstruktur vom Typ Fractogel® 
EMD-S03 und Fractogel® EMD COOH (Merck) erwiesen. 

Die Adsorption des Faktor VIII/vWF-Komplexes an den Kationenaus- 
tauscher erfolgt vorzugsweise bei einer Salzkonzentration im 
Puffer von ss 250 mM. Bevorzugte Adsorptionspuf f er weisen daher 
eine Salzkonzentration von 50 bis 250 mM, insbesondere im Be- 
reich von 150 bis 250 mM (z*B. 150 mM) auf . Durch stufenweise 
Erhohung der Salzkonzentration im Puffer kann selektiv Faktor 
VIII/vWF-Komplex enthaltend insbesondere hochmolekulare vWF- 
Multimere bei einer Salzkonzentration von a 300 mM, vorzugsweise 
a 350 mM eluiert werden. Faktor VIII/vWF-Komplex enthaltend nie- 
dermolekulare vWF-Multimere und proteolytische vWF-Abbauproduk- 
te, die in der Proteinlosung enthalten sind und die eine geringe 
spezifische Aktivitat in bezug auf die vWF-Aktivitat , insbeson- 
dere auf die Ristocetin-Kof aktor-Aktivitat , die Kollagenbin- 
dungsaktivitat und die spezifische Plattchenagglutinationsakti- 
vitat auf weisen, sowie freier Faktor VIII :C werden bei einer 
Salzkonzentration zwischen a 250 mM und <; 300 mM, vorzugsweise 
bei 3 00 mM vom Kationenaustauscher eluiert und gegebenenf alls 
gewonnen. Diese Fraktion kann zur weiteren Reinigung beispiels- 
weise von Faktor VIII :C, der insbesondere frei ist von platt- 
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chenagglutinierender vWF-Aktivitat , eingesetzt werden. 

Die Adsorption und De sorption des Faktor VIII/vWF kann in einem 
Puffer, enthaltend als Salz ein ein- oder zweiwertiges Metall- 
ion, erfolgen, wobei als Salz vorzugsweise NaCl verwendet wird. 

Im erf indungsgemafien Verfahren wird als Puf f ersystem 2ur Elution 
der an den Kationenaustauscher gebundenen Proteine eine Puffer- 
losung bestehend aus Puf f ersubstanzen, insbesondere Glycin, 
Phosphatpuf f er oder Citratpuf f er , und Salz verwendet. 

Der Elutionspuf f er kann einen pH-Wert im Bereich zwischen 4,5 
bis 8,5, vorzugsweise zwischen s 7,0 und ^ 8,5 aufweisen. 

Das erf indungsgemafie Verfahren kann als Batch-Verf ahren oder als 
Saulenchromatographie durchgefuhrt werden. 

Die optimalen Parameter wie Salzkonzentration, pH-Wert und Tem- 
per atur zur Durchfuhrung des erf indungsgemafien Verfahrens sind 
jedoch jeweils abhangig vom verwendeten Kationenaustauschermate- 
rial . Es liegt jedoch im allgemeinen Wissen eines Fachmannes, 
die im Rahmen der vorliegenden Erf indung offenbarten Bedingungen 
zur Durchfuhrung des Verfahrens fur den jeweilig eingesetzen 
Kationenaustauschertyp zu optimieren. 

Durch das erf indungsgemafie Verfahren wird insbesondere ein Fak- 
tor VIII/vWF-Komplex gewonnen und angereichert , der insbesondere 
hochmolekulare vWF-Multimere enthalt. 

Die gewonnene Faktor VIII/vWF-Komplex-Fraktion ist im wesent li- 
chen frei von niedermolekularen vWF-Multimeren, vWF- Fragment en 
mit geringer spezifischer Aktivitat und kontaminierenden Nukle- 
insauren. 

Als Ausgangsmaterial zur Gewinnung von gereinigtem Faktor 
VIII/vWF-Komplex mit dem erf indungsgemaSen Verfahren kann jede 
Faktor VIII-Komplex-haltige Losung eingesetzt werden. Ausgangs- 
materialien sind insbesondere biologische Materialien, wie Plas- 
ma, eine Plasmaf raktion, Kryoprazipitat , oder ein Uberstand oder 
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ein Extrakt einer rekombinanten Zellkultur. 

Faktor VIII/vWF-Komplex-haltige Losungen konnen jedoch auch an- 
gereicherte Proteinlosungen sein, die durch einen vorangegange - 
nen Schritt, etwa uber Gelf iltration, Anionenaustauscherchroma- 
tographie, Af f initatschromatographie oder einer {Combination 
davon, vorgereinigt oder angereichert sind. 

Gemafi einer besonderen Ausfuhrungsf orm des erf indungsgema&en 
Verfahrens wird als Ausgangslosung eine iiber einen Anionenaus- 
tauscher angereicherte Faktor VIII/vWF-Komplex-haltige Fraktion 
eingesetzt. Bei der anschlieSenden Kationenaustauscherchromato- 
graphie erfolgt dann eine Reinigung und Trennung von Faktor 
VIII/vWF-Komplex enthaltend hochmolekulare bzw. niedermolekulare 
vWF-Multimere. Es sind jedoch auch andere Kombinationen, wie 
etwa Af f initats-/Kationenaustauscher-Chromatographie, Anionen- 
austauscher-/Af f initats-/Kationenaustauscherchromatographie mog- 
lich, urn eine Anreicherung und selektive Gewinnung von Faktor 
VIII/vWF mit verbesserter spezifischer Aktivitat und Stabilitat 
zu erreichen. 

Mit dem oben beschriebenen erf indungsgemaSen Verfahren wird Fak- 
tor VIII/vWF mit verbesserter spezifischer Aktivitat aus einem 
unreinen Faktor VIII/vWF-haltigen Material vielfach angerei- 
chert . 

Da prinzipiell jedes biologische Material mit infektiosen Keimen 
kontaminiert sein kann, wird zur Herstellung eines virussicheren 
Praparates die gewonnene Faktor VIII/vWF-haltige Fraktion zur 
Inaktivierung bzw. Abreicherung von Viren behandelt. Dazu konnen 
alle aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren, wie che- 
misch/physikalische Methoden, Inaktivierung durch Kombination 
einer photoaktiven Substanz und Licht oder Abreicherung durch 
Filtration eingesetzt werden. Zur Inaktivierung von Viren eignet 
sich insbesondere eine Hitzebehandlung in Losung bzw. in festem 
Zustand, welche sowohl lipidumhullte als auch nicht-lipidumhull- 
te Viren verlasslich inaktivieren kann. Die Virusabreicherung 
erfolgt vorzugsweise durch eine Filtration iiber Nanofilter. 
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Gemafi einem weiteren Aspekt stellt die vorliegende Erfindung ge- 
reinigten Faktor VIII/vWF-Komplex, der insbesondere hochmoleku- 
lare vWF-Multimere enthalt, erhaltlich aus einer Faktor VIII/ 
vWF-haltigen Losung durch Kationenaustauscherchromatographie zur 
Verfiigung. Faktor VIII/vWF mit erhdhter spezifischer vWF-Aktivi- 
tat von vorzugsweise mindestens 66 U/mg Protein und erhohter 
spezifischer Faktor VIII-Aktivitat von vorzugsweise mindestens 
500 U/mg Protein wird ausgehend von einem Ausgangsmaterial ent- 
haltend u.a. Faktor VIII/vWF mit geringer Reinheit und niedriger 
spezifischer Aktivitat angereichert und Begleitproteine, insbe- 
sondere nicht oder schwach gebundener und damit freier Faktor 
VIII bzw. Faktor VIII-Komplex mit geringer vWF-Aktivitat , werden 
selektiv abgetrennt. Dadurch wird ein Faktor VIII/vWF-Komplex 
gewonnen, der hochmolekulare vWF-Multimere enthalt und im we- 
sentlichen frei ist von Faktor VIII-Komplex mit niedermolekula- 
ren vWF-Mul timer en, vWF-Abbauprodukten, nicht -komplexiertem Fak- 
tor VIII und moglicherweise Faktor Villa. Der erf indungsgemafie 
Faktor VIII/vWF-Komplex weist aufgrund der selektiven Anreiche- 
rung von hochmolekularen vWF-Multimeren eine verbesserte Piatt - 
chenagglutinationsaktivitat und eine erhohte Stabilitat auf . 

Gemafi einem weiteren Aspekt wird ein Faktor VIII :C im wesentli- 
chen frei von plattchenagglutinierender vWF-Aktivitat , erhalt- 
lich aus einer Faktor VIII/vWF-haltigen Losung, durch Kationen- 
austauschchromatographie und stufenweise Elution bei einer Salz- 
konzentration zwischen a 200 mM und <; 3 00 mM zur Verfiigung ge- 
stellt . 

Gemafi einem weiteren Aspekt wird eine gereinigte Preparation 
enthaltend Faktor VIII/vWF-Komplex, der insbesondere hochmole- 
kulare vWF-Multimere enthalt, oder Faktor VIII :C, im wesentli- 
chen frei von plattchenagglutinierender vWF- Aktivitat , zur Ver- 
fiigung gestellt . 

Bei Gewinnung und Herstellung der erf indungsgemafcen Preparation 
mit einem Ausgangsmaterial plasmatischen oder rekombinanten Ur- 
sprungs wird, wie oben beschrieben, zur Entfernung von infektio- 
sen Partikeln gegebenenf alls ein Virusabreiche rungs /oder Inakti- 
vierungsverf ahren durchgef vihrt , wobei eine Virusinaktivierung 
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und/oder Virusabreicherung prinzipiell vor oder nach jedem Rei- 
nigungsschritt ausgehend vom Ausgangsmaterial bis zur herge- 
stellten pharmazeutischen Zubereitung erfolgen kann. Damit ist 
die erf indungsgemafie Preparation in jedem Fall virussicher und 
frei von infektiosem Material. 

Ein weiteres Kriterium fur die Reinheit und geringe Infektiosi- 
tat eines Produktes ist auch die Abwesenheit von kontaminieren- 
den Nukleinsauren. Die erf indungsgemaSe Preparation ist daher im 
wesentlichen frei von Nukleinsauren. " Im we sent lichen" bedeutet 
hier, daS der Gehalt an Nukleinsaure <; 0,7 bezogen auf das Ver- 
haltnis 260/280 nm ist. Die Nukleinsaure kann jedoch auch gemaS 
einem Verfahren, wie es beispielsweise in der EP 0 714 987 und 
der EP 0 714 988 beschrieben wird, quantif iziert werden. 

GemaS einem weiteren Aspekt liegt die erf indungsgemaSe Prepara- 
tion in einer lagerstabilen Form vor. Die Preparation enthaltend 
gereinigten Faktor VIII/vWF mit verbesserter spezifischer vWF- 
Aktivitet kann als fertige Losung, Lyophilisat oder tiefgefroren 
bereitgestellt werden. Aufgrund ihrer Reinheit ist die Prepara- 
tion besonders stabil. Es hat sich gezeigt, dafi die erfindungs- 
gemafee Preparation bei -20°C fur mindestens 6 Monate, bei 4°C in 
Losung fur mindestens 4 Wochen und als Lyophilisat fur minde- 
stens 1 Jahr stabil ist. Es zeigte sich, dafi innerhalb des je- 
weiligen Zeitraumes die Faktor VIII/vWF-Aktivitat urn maximal 10% 
reduziert wird und das Multimermuster der vWF-Multimere keine 
wesentliche Anderung zeigt. 

Die Formulierung der erf indungsgemaSen Preparation kann in an 
sich bekannter und ublicher Weise erfolgen. Der gereinigte Fak- 
tor VIII/vWF, enthalten in der erf indungsgemaSen Preparation, 
wird mit einem Puffer enthaltend Salze, wie NaCl, Trinatrium- 
citratdihydrat und/oder CaCl 2 , und Aminosauren, wie Glycin und 
Lysin, bei einem pH im Bereich von 6 bis 8 gemischt und als 
pharmazeutisches Preparat f ormuliert . 

Die Preparation kann zur Herstellung eines Arzneimittels zur Be- 
handlung von Patienten mit Hamophilie, phanotypischer Hamophilie 
und vWD verwendet werden. 
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Gemafi einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung 
ein Verfahren zur Herstellung einer Faktor VI II/vWF-Komplex- 
Praparation aus Plasma oder einer Plasmaf unkt ion, welche da- 
durch gekennzeichnet ist, daS Plasma oder eine Plasmaf raktion 
mit einem Kationenaustauscher kontaktiert wird, wobei der Faktor 
VIII/vWF-Komplex adsorbiert wird, der mit Faktor VIII/vWF-Kom- 
plex beladene Kationenaustauscher gegebenenf alls gewaschen wird, 
anschliefcend der Faktor VIII/vWF-Komplex eluiert wird, wobei ein 
Eluat mit einer beziiglich dem Faktor VIII/vWF-Komplex mindestens 
300-fachen Reinheit und einer Ausbeute an Faktor VIII/vWF-Kom- 
plex von mindestens 50% gegeniiber Plasma erhalten wird, und 
schlie&lich das erhaltene Eluat zu einer Faktor VIII/vWF-Kom- 
plex-Praparation auf gearbeitet wird. 

Uberraschenderweise wurde im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
festgestellt , daS der Faktor VIII/vWF-Komplex mit einer Katio- 
nenaustauscherchromatographie ausgehend von Plasma oder einer 
Plasmaf raktion in hoher Reinheit und gleichzeitig mit hoher 
Ausbeute zur Verfiigung gestellt werden kann. 

Als Plasmaf raktion wird beispielsweise ein Kryoprazipitat , 
eventuell nach vorheriger Adsorptionsbehandlung zur Entfernung 
von Prothrombin-Komplex, oder eine Cohn-Fraktion eingesetzt. 

Das Verfahren eignet sich hervorragend zur Reinigung des Faktor 
VIII-Komplex aus einer Plasmaf raktion im industriellen Mafcstab, 
da aufgrund der effektiven Reinigung eine Vielzahl von weiteren 
Reinigungsschritten, z.B. weiteren chromatographischen Reini- 
gungsschritten, nicht erforderlich ist. Es hat sich uberraschen- 
derweise gezeigt, da£ der Faktor VIII-Komplex durch die einfache 
Kationenaustauscherchromatographie mit einer mindestens 300- 
fachen Reinheit gegenuber Plasma, vorzugsweise mindestens 400- 
fachen Reinheit, erhalten werden kann, mit einer gleichzeitig 
hohen Ausbeute von mindestens 50%, vorzugsweise mindestens 60%, 
bezogen auf Plasma. Es ist daher bevorzugt, das Reinigungsver- 
fahren derart zu gestalten, daS nur eine einzige chromatography - 
sche Reinigung vorgenommen wird, namlich die an dem Kationenaus- 
tauscher. Diese chromatographische Reinigung wird ublicherweise 
als terminaler Reinigungsschritt vorgenommen, bevor der Faktor 
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VIII-Komplex zu einer pharmazeutischen Preparation formuliert 
wird. 

Ublicherweise wird das Ausgangsmaterial in einem kalziumhaltigen 
Puffer auf den Kationenaustauscher aufgetragen. Unmittelbar vor 
dem Auftragen bietet sich auch eine MaEnahme zur Inaktivierung 
von potentiell vorhandenen Viren an, wie humanpathogene Viren, 
die durch Blut iibertragbar sind. Dabei ist eine Behandlung mit 
einem viriziden Detergens bzw. einem organischen Losungsmittel 
und/oder Detergens bevorzugt . Eine Behandlung mit Triton oder 
Tween in Gegenwart von TNBP (Tri (n-butyl) phosphat ) wird bei- 
spielsweise gema£ der EP 0 131 740 durchgef uhrt . Durch die an- 
schlie&ende Kationenaustauscherchromatographie wird das viruzide 
Mittel effektiv entfernt. Falls der adsorbierte Komplex gewa- 
schen wird, wird diese Waschung bevorzugterweise mit einem 
Waschpuffer durchgef uhrt, dessen Ionenstarke uber der des Ad- 
sorptionspuf fers liegt, beispielsweise 10 bis 3 0% hoher. Zur 
Elution des Paktor VIII/vWF-Komplexes wird vorzugsweise die 
Ionenstarke weiter erhoht. Die Elution des Faktor VIII/vWF-Kom- 
plexes wird durch die Erhohung der Ionenstarke erreicht, welche 
vorzugsweise um mindestens 50%, am meisten bevorzugt um minde- 
stens 100%, gegenuber der Ionenstarke der Ausgangslosung erhoht 
ist. Der Elutionspuf f er enthalt vorzugsweise Natriumchlorid, Zur 
Formulierung einer pharmazeutischen Faktor VII I /vWF- Komplex -Pra- 
paration wird ublicherweise diafiltriert und sterilf iltriert , 
sowie gegebenenfalls lyophilisiert . 

Die Aktivitat des Faktor VIII bzw. vWF wird durch die Kationen- 
austauscherchromatographie kaum beeintrachtigt . Es hat sich 
herausgestellt, daS die Ausbeute des Faktor VIII-Komplexes von 
mehr als 90% bezogen auf die Aktivitat vor der Chroma tographie 
gewahrleistet ist. Deshalb kann auch wahrend der chromatographi - 
schen Reinigung auf vibliche Stabilisatoren des Faktor VIII, wie 
z.B. Antithrombin III und/oder Heparin verzichtet werden. 

Im Gegensatz zu im Stand der Technik bekannten Verfahren, in 
welchen die Kationenaustauscherchromatographie stets nur fur 
bereits auf gereinigte Faktor VIII/vWF-Komplex-Praparationen in 
Erwagung gezogen worden ist (vgl. EP 0 600 480-A2) , hat sich 
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erf indungsgemafi gezeigt, daS sich die Kationenaustauscherchro- 
matographie ausgezeichnet zur direkten Reinigung von Faktor 
VIll/vWF-Komplex aus Plasma oder einer (rohen) Plasmaf raktion 
eignet. Mit einem derartigen Verfahren ist es nicht einmal not- 
wendig, zur Herstellung einer Faktor VIII/vWF-Komplex-Prapara- 
tion weitere chromatographische Verfahren vorzusehen, da die 
Reinheit, die durch die Kationenaustauscherchromatographie aus- 
gehend von Plasma oder einer Plasmaf raktion erzielt wird, be- 
reits den Anf orderungen an kommerzielle Faktor VIII/vWF-Komplex- 
Praparate genugt . 

Die Erfindung wird anhand der nachf olgenden Beispiele und der 
Zeichnungsf iguren naher erlautert, wobei sie jedoch nicht auf 
diese Ausf uhrungsbeispiele beschrankt ist. 

Es zeigen: 

Figur 1: vWF-Mul timer -Analyse von Faktor VIII/vWF-Komplex aus 
Kryoprazipitat vor und nach Reinigung mit Kationen- 
austauscher 

Figur 2: vWF-Multimer-Analyse von Faktor VIII/vWF-Komplex aus 
Kryoprazipitat vor und nach Reinigung mittels kombi- 
nierter Anionen/Kationenaustauscherchromatographie 

Beispiel 1 beschreibt die Reinigung von plasmatischem Faktor 
VIII/vWF-Komplex durch Kationenaustauscherchromatographie und 
stufenweiser Elution; Beispiel 2 beschreibt die Reinigung von 
Faktor VIII/vWF-Komplex durch Kombination von Anionen-/Kationen- 
austauscherchromatographie und stufenweiser Elution vom Katio- 
nenaustauscher; Beispiel 3 beschreibt die Reinigung von rvWF/ 
rFaktor VIII-Komplex mittels Kationenaustauscher; Beispiel 4 
beschreibt die Isolierung des Faktor VIII/vWF-Komplexes iiber 
Kat ionenaustausch . 

Beispiel 1: 

Reinigung von plasmatischem FVIII-Komplex durch Kationen- 
Austauscher chroma tographie 

Kryoprazipitat aus humanem Plasma wurde in Natrium-Acetat-Puf - 
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fer, pH 7 , aufgelost und es wurden 20 Einheiten Heparin pro ml 
Losung zugegeben. Pro 1 g Kryoprazipitat wurden 0,25 ml 2% 
Al (OH) 3 -Suspension zugegeben, und fur 30 Minuten inkubiert. An- 
schlieSend wurde fur 20 Minuten bei 10000 RPM zentrif ugiert , um 
ein triibungsf reies Kryoprazipitat zu erhalten. 

Eine Chromatographic saule wurde mit Fractogel® EMD-S03 gefiillt 
und mit Puffer (30 mM Glycin-NaCl-Puf f er) gespiilt. Anschlie&end 
wurde aufgelostes Kryoprazipitat durch die Kationenaustauscher- 
saule filtriert und im DurchfluS wurden solche Proteine erhal- 
ten, die nicht an den Austauscher binden (Fraktion 1) . Unspezi- 
fisch gebundene Proteine wurden durch Spulen der Saule mit 0,3 M 
NaCl in Puffer entfernt (Fraktion 2) . AnschlieJSend wurde FVIII/ 
vWF-Komplex von der Austauschersaule durch Elution mit 0,4 M 
bzw. 0,5 M NaCl eluiert (Fraktion 3 bzw. Fraktion 4). 

Aus der Tabelle 1 ist ersichtlich, dafi sowohl vWF als auch FVIII 
durch den Kationenaustauscher gebunden wurden. Durch Spulen der 
Kationenaustauscher saule mit 0,3 M NaCl (Fraktion 2) wurden kein 
vWF und nur 10 % der FVIII-Aktivitat erhalten. Durch diese Elu- 
tionsstufe wurde der FVIII, der nicht als Komplex mit funktio- 
nell aktivem vWF vorlag, abgetrennt . Durch anschlieSende Desorp- 
tion mit 0,4 M NaCl (Fraktion 3) wurde FVIIl/vWF-Komplex erhal- 
ten, der etwa 20 % des funktionell aktiven vWF und etwa 30 % der 
Gesamtmenge an FVIII enthielt . Der restliche FVIII-Komplex wurde 
anschliefiend mit 500 mM NaCl vom Kationenaustauscher eluiert 

(Fraktion 4) . Fraktion 4 enthielt Faktor VI I I /vWF- Komplex, der 
80 % der vWF-Aktivitat und 50 % der FVIII-Aktivitat ausgehend 
vom Kryoprazipitat beinhaltet* Durch die Kationenaustauscher- 
chromatographie kam es zu einer 20-fachen Reinigung von FVIII 

(spezifische Aktivitat: 12 IU FVIII :C/mg Protein) gegeniiber 
Kryoprazipitat bzw. zu einer 350-fachen Auf reinigung von FVIII 
bezogen auf Plasma (Fraktion 4) . Aus der Fraktion 3 kann FVIII 
gewonnen werden . 

Figur 1 zeigt die vWF-Multimer-Analyse von Faktor VIII/vWF- 
Komplex vor und nach Reinigung mit Kationenaustauscher, wobei 
Spur A das vWF-Multimermuster des Kryoprazipitats , Spur B des 
300 mM NaCl-Eluats (Fraktion 2, Tabelle 1) , Spur C des 400 mM 
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NaCl-Eluats (Fraktion 3, Tabelle 1) und Spur D des 500 mM Eluats 
(Fraktion 4, Tabelle 1) darstellt. Aus Figur 1 ist ersichtlich, 
daS durch die Kationenaustauscherchromatographie ein Faktor 
VIII/vWF-Komplex mit hochmolekularen vWF-Multimerstruktur erhal- 
ten wird. Faktor VIII/vWF-Komplex enthaltend niedermolekulare 
vWF-Multimere wird entweder nicht an den Kationenaustauscher 
gebunden (Fraktion 1) oder bei der Elution mit 0,3 M NaCl abge- 
trennt (Fraktion 2) . 



Tabelle 1: Reinigung von FVIII/vWF-Komplex aus Kryoprazipitat 
mittels Kationenaustauscherchromatographie 



Probe 


vWF : Ri s to - CoF -Aktivi tat 
(U/ml) 


FVIII : C-Aktivi tat 
(U/ml) 


Kryoprazipitat 


2,2 


2,4 


Fraktion l 
(Nicht gebunden) 


0 


0 


Fraktion 2 

(Eluat 300 mM NaCl) 


0 


0,1 


Fraktion 3 

(Eluat 400 mM NaCl) 


1,8 


3,6 


Fraktion 4 

(Eluat 500 mM NaCl) 


1,8 


1,5 



Beispiel 2: 

Reinigung von plasmatischem FVIII/vWF-Komplex durch Xombination 
von Anionen- / Kationenaustauscher chromatographic 

Kryoprazipitat aus humanem Plasma wurde in einem Puffer aus 7 mM 
Tris, 100 mM Na-Acetat, 100 mM Lysin, 120 mM NaCl bei pH 6,7 
aufgeldst. Zur Vorbehandlung wurde Al (OH) 3 eingeriihrt. An- 
schlieSend wurde der Niederschlag durch Zentrif ugation abge- 
trennt . 

Auf diese Weise vorbehandeltes Kryoprazipitat wurde auf eine 
Saule Fractogel® EMD-TMAE auf getragen. Nicht gebundene Proteine 
wurde durch Spulen der Saule mit Losungspuf fer erhalten (Frak- 
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tion 1) . Diese Fraktion 1 enthielt 60 % der vWF-Aktivitat , je- 
doch nur 10 % der FVIII-Aktivitat. Durch Elution der Saule mit 
400 mM NaCl (Fraktion 2) wurde anschlieSend FVIII/vWF-Komplex 
erhalten. Fraktion 2 enthielt die restliche vWF-Aktivitat und 
70 % der FVIII-Aktivitat ausgehend vom Kryoprazipitat. 



Tabelle 2: Reinigung von FVIII-vWF-Komplex durch Kombination 

von Anionen- und Kationenaustauscherchromatographie 



Probe 


vWF;RistoCoF-Aktivitat 
(U/ml) 


FVTII:C Aktivitat 
(U/ml) 


Kryoprazipitat 


12, 5 


12, 2 


Fraktion 1 
(nicht gebunden) 


3,5 


0,7 


Fraktion 2 

(Eluat 400 mM NaCl) 


2,5 


14,5 



Der FVIII/vWF-Komplex der Fraktion 2 wurde mit 20 mM Glycin/ 
NaCl-Puffer 4-fach verdtinnt, und anschlieSend auf eine Kationen- 
austauschersaule Fractogel® EMD-S03 aufgetragen. Nicht -bindende 
Proteine wurden in der Fraktion 1 erhalten. Schwach gebundene 
Proteine wurden durch Spulen der Saule mit 200 mM NaCl entfernt 
(Fraktion 2) . Anschliefiend wurde stufenweise mit 4 00 mM NaCl 
(Fraktion 3) und 500 mM NaCl (Fraktion 4) eluiert . In den Frak- 
tionen 3 und 4 wurden jeweils 45 % der vWF-Aktivitat und 55 % 
bzw. 4 0 % der FVIII -Aktivitaten gefunden* 

Tabelle 3: Reinigung von FVIII/vWF-Komplex durch Kombination 

von Anionen- und Kationenaustauscherchromatographie 
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Probe 


vWF:RistoCoF Aktivitat 
(TJ/ml) 


FVIII:C Aktivitat 
\ u/ mi } 


Ausgang 


0, 63 


3,6 


Fraktion 1 
(nicht gebunden) 


U 




Fraktion 2 

(Eluat 200 mM NaCl) 


0 


0 


Fraktion 3 

(Eluat 400 mM NaCl) 


0,3 


2, 26 


Fraktion 4 

(Eluat 500 mM NaCl) 


0,25 


1,43 



Aus der Tabelle 3 ist ersichtlich, date sowohl vWF als auch FVIII 
durch den Kationenaustauscher gebunden werden. Durch Spulen der 
Kationenaustauschersaule mit 0,2 M NaCl (Fraktion 2) wurde kein 
aktiver vWF und kein FVIII gefunden. Der FVIIl/vWF-Komplex wurde 
anschlieSend in den Fraktionen 3 und 4 eluiert. 

Wahrend die spezifische Aktivitat des FVIII :C im Kryoprazipitat 
0,59 U/mg Protein betrug, betragt die spezifische Aktivitat des 
FVIII :C in den Fraktionen 3 und 4 500 U/mg Protein bzw. 477 U/mg 
Protein. Die spezifische Aktivitat des vWF stieg ausgehend von 
Kryoprazipitat von 0,6 U/mg Protein auf 66 U/mg Protein und 83 
U/mg Protein in den Fraktionen 3 und 4. 

Figur 2 zeigt die vWF-Multimer-Analyse von Faktor VIIl/vWF-Kom- 
plex vor und nach Reinigung mit kombinierter Anionen-/Kationen- 
austauscherchromatographie, wobei die Spuren a bis c die Chroma- 
tographic am Anionenaustauscher und die Spuren d bis g am Katio- 
nenaustauscher zeigen. Fig. 2 zeigt in Spur a das vWF-Multimer- 
muster des Kryoprazipitats, Spur b des Durchlaufs (Fraktion 1, 
Tabelle 2) , Spur c des 400 mM NaCl-Eluats (Fraktion 2, Tabelle 

2) , Spur d des 400 mM NaCl-Eluats (Fraktion 2, Tabelle 2) vor 
Kationenaustauscher, Spur e des 200 mM NaCl-Eluats (Fraktion 2, 
Tabelle 3), Spur f des 400 mM NaCl-Eluats (Fraktion 3, Tabelle 

3) und Spur g des 500 mM NaCl-Eluats (Fraktion 4, Tabelle 3) . 
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Beispiel 3: 

Reinigung eines r-vWF/r-FVIII-Komplexes mittels Kationenaus- 
tauscherchromatographie (Derzeit nach Ansicht der Anmelderin der 
beste Weg zur Ausfiihrung der Erfindung) 

1000 ml eines Zellkulturuberstandes , enthaltend rekombinanten 
rFVIII/rvWF-Komplex, wurden auf eine Saule, gefiillt mit 20 ml 
Fractogel® TSK-S03, aufgetragen. Nach dem Waschen der Saule mit 
Puffer, pH 7,4, mit 250 mM NaCl, wurde der gebundene rFVIIl/ 
rvWF-Komplex mit einem Puffer, pH 7,4, mit 600 mM NaCl eluiert. 
In Tabelle 4 sind die Ergebnisse dieses Saulenlaufes darge- 
stellt . 



Tabelle 4: Reinigung von rekombinanten rFVIII/rvWF-Komplex 
mittels Kationenaustauscherchromatographie 



Probe 


FVIIIjC Aktivitat 
(U/ml) 


vWF : Ri b toCoF - Ak t ivi tat 
(U/ml) 


Ausgang 


2,3 


0,1 


Durchf lufi 


0,1 


0 


250 mM NaCl-Eluat 


0,2 


0 


600 mM NaCl-Eluat 


85 


4,4 



Das Beispiel zeigt, da£ ein Komplex bestehend aus rekombinantem 
FVIII und rekombinantem vWF (der normalerweise wahrend der Fer- 
mentation von rekombinantem FVIII anfallt) an einen Kationenaus- 
tauscher bindet und selektiv durch Erhohung der Salzkonzentra- 
tion, von Begleitproteinen getrennt, eluiert werden kann. 

In dem Beispiel wurde ein rFVIII/rvWF-Komplex mit einer spezifi- 
schen FVIII-Aktivitat von 130 U/mg Protein in einer Ausbeute von 
75% erhalten. Dies entspricht einem Reinigungsf aktor von 28 fur 
diesen Schritt. Die spezifische Aktivitat des r-vWF hangt stark 
von der Qualitat des exprimierten r-vWF ab. In diesem Fall lag 
sie bei 7 U/mg im Eluat, was einem Reinigungsf aktor von 35 ent- 
spricht . 

Durch Variation des rFVIII/rvWF-Verhaltnisses im Ausgang, oder 
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durch AnschlieSen eines weiteren chromatographischen Schrittes, 
kann die spezifische Aktivitat des FVIII :C noch weiter verbes- 
sert werden. 

Beispiel 4: 

Isolierung des FVIIl/vWF-Komplexes uber Kationenaustausch 
Beispiel 4A: 

210 g Kryoprazipitat werden in 950 ml CaCl 2 -heparinhaltigem 
Citratpuffer geldst und auf pH 6,0 gestellt . Unldsliche Anteile, 
hauptsachlich Fibrinogen, wurden abtrennt . Zur Inaktivierung von 
eventuell vorhandenen pathogenen Viren wurde die klare Losung 
mit 1 % Triton X100 und 0,3 % TNBP (Tri (n-butyl) phosphat 
behandelt. 100 ml Fractogel EMD-S0 3 " -650 (M) der Fa. Merck, 
Darmstadt (DE) , wurden zur Adsorption des virusinaktivierten 
FVIII herangezogen, das zuvor bei pH 6,0 in einer 
acetatgepuf f erten NaCl -Losung mit einer Leitf ahigkeit von 10 
mS/cm aquilibriert wurde. Der FVIII wurde durch Erhohung der 
Ionenstarke auf 500 mM NaCl vom Gel abeluiert; vorher wurde eine 
Waschung mit 500 ml 150 mM NaCl-Losung durchgef lihrt . 

Beispiel 4B: 

Statt Fractogel EMD-S0 3 " wurde in diesem Beispiel Toyopearl SP- 
550C verwendet. 



Ergebnisse : 





Ausbeute/Plasma 
FVIIIc FvWF 


Reinheitsgrad gegemiber 
Plasma 


Beispiel 4A 


62 % 68 % 


450 X 


Beisoiel 4B 


56 % 62 % 


370 X 



FVIIIc und FvWF sind in derselben Fraktion gewonnen worden. 
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Patentanspriiche : 

1. Verfahren zur Gewinnung von Faktor VIII/vWF-Komplex, dadurch 
gekennzeichnet, da£ Faktor VIII/vWF-Komplex aus einer Proteinlo- 
sung an einen Kationenaustauscher gebunden und durch stufenweise 
Elution Faktor VIII/vWF-Komplex, der insbesondere hochmolekulare 
vWF-Multimere enthalt, gewonnen wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da£ Faktor 
VIII/vWF-Komplex bei einer Salzkonzentration von s 250 mM an 
einen Kationenaustauscher gebunden wird und Faktor VIII/vWF- 
Komplex, enthaltend niedermolekuare vWF-Multimere , Faktor VIII 
frei von plattchenagglutinierender vWF-Aktivitat und Faktor 
VIII :C bei einer Salzkonzentration zwischen ;> 250 mM und <: 300 
mM eluiert und gewonnen wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da£ 
Faktor VIII/vWF-Komplex, enthaltend insbesondere hochmolekulare 
vWF-Multimere, durch stufenweise Fraktionierung bei einer Salz- 
konzentration von a 3 00 mM, vorzugsweise s 350 mM gewonnen wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daS eine 
Faktor VIII/vWF-Komplex-haltige Fraktion gewonnen wird, die ins- 
besondere frei ist von niedermolekularen vWF-Multimeren und vWF- 
Abbauprodukten, nicht-komplexierten, oder schwach an vWF gebun- 
denem Faktor VIII und kontaminierenden Nukleinsauren . 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ die Elution der Polypeptide vom Kationenaustau- 
scher in einem Puffersystem mit einem pH-Wert im Bereich zwi- 
schen 4,5 und 8,5, vorzugsweise a 7,1 und =s 8,5 erf olgt . 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ der Kationenaustauscher ein Sulfopropyl- oder 
Carboxymethyl-Gruppen konjugierte Trager ist. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ ein Faktor VIII/vWF-Komplex enthaltend insbeson- 
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dere hochmolekulare vWF -Multi me re gewonnen wird. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7 dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ Faktor VIII/vWF-Komplex aus Plasma, einer Plasma- 
fraktion, Kryoprazipitat , dem zellfreien Uberstand oder Extrakt 
einer rekombinanten Zellkultur, oder einer angereicherten Prote- 
infraktion gewonnen wird. 

9. Faktor VIII/vWF-Komplex, enthaltend insbesondere hochmoleku- 
lare vWF-Multimere, erhaltlich aus einer Faktor VIII/vWF-halti- 
gen Losung durch Kationenaustauscherchromatographie . 

10. Faktor VIII/vWF-Komplex nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ er insbesondere frei ist von niedermolekularen 
vWF-Multimeren, inaktiven vWF-Abbauprodukten und Faktor VIII 
frei von plattchenagglutinierender vWF-Aktivitat und von Faktor 
VTIIa-Aktivitat . 

11. Faktor VIII/vWF-Komplex nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS er eine spezifische vWF-Aktivitat von mindestens 
66 U/mg Protein und eine spezifische Faktor VIII-Aktivitat von 
mindestens 500 U/mg Protein auf weist . 

12. Faktor VIII :C im wesentlichen frei von plattchenagglutinie- 
render vWF-Aktivitat , erhaltlich aus einer Faktor VIII/vWF-hal- 
tigen Losung durch Kationenaustauscher chromatographic und stu- 
fenweise Elution bei einer Salzkonzentration zwischen s 200 mM 
und «s 300 mM. 

13. Preparation enthaltend Faktor VIII/vWF-Komplex oder Faktor 
VIII :C gemaS einem der Anspriiche 11 oder 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS sie virussicher und frei von infektidsem Material 
ist . 

14. Preparation nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet , da£ 
sie in einer lagerstabilen Form vorliegt. 

15. Preparation nach einem der Anspriiche 13 oder 14, dadurch ge- 
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kennzeichnet, da£ sie als pharmazeutisches Praparat formuliert 
ist . 

16. Verwendung einer Preparation nach einem der Anspriiche 13 bis 
15 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Pa- 
tienten mit Hamophilie A, phanotypischer Hamophilie und vWD. 

17. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daS von 
Plasma oder einer Plasmaf raktion ausgegangen wird, und der Fak- 
tor VIII/vWF-Komplex in einer mindestens 300-fachen Reinheit und 
einer Ausbeute von mindestens 5 0% gegeniiber Plasma erhalten 
wird. 

18. Verfahren zur Herstellung einer Faktor VI II /vWF-Komplex- Pra- 
parat ion aus Plasma oder einer Plasmaf raktion, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS Plasma oder eine Plasmaf raktion mit einem Katio- 
nenaustauscher kontaktiert wird, wobei der Faktor VIII/vWF-Kom- 
plex adsorbiert wird, der mit Faktor VIII/vWF-Komplex beladene 
Kationenaustauscher gegebenenf alls gewaschen wird, anschlieteend 
der Faktor VIII/vWF-Komplex eluiert wird, wobei ein Eluat mit 
einer beztiglich dem Faktor VIII/vWF-Komplex mindestens 300- 
fachen Reinheit und einer Ausbeute an Faktor VIII/vWF-Komplex 
von mindestens 50% gegeniiber Plasma erhalten wird, und schlieS- 
lich das erhaltene Eluat zu einer Faktor VII I /vWF-Kompl ex- Prepa- 
ration auf gearbeitet wird. 

19. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, da£ das 
Eluieren des Faktor VIII/vWF-Komplexes vom Kationenaustauscher 
derart durchgefiihrt wird, da£ das erhaltene Eluat Faktor VIII in 
einer Ausbeute enthalt, die mindestens 90% der Faktor VIII- 
Aktivitat vor der Adsorption an den Kationenaustauscher betragt . 

20. Verfahren nach Anspruch 18 oder 19, dadurch gekennzeichnet, 
date beim Aufarbeiten des Faktor VI 1 1 / vWF - Praparat s kein weiterer 
chromatographischer Reinigungsschritt vorgenommen wird. 
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METHOD FOR PURIFYING FACTOR VIII:C, VON WILLEBRAND FACTOR AND COMPLEXES THEREOF 



Cross-Reference to Related Application 

This application is a continuation-in-part of U.S. Patent Application Serial No. 062,896, filed June 16. 
5 1987, which application is pending. 

Technical Field 

io The present invention is directed toward methods for purifying proteins in general, and more specifi- 
cally, to methods for purifying factor VI!!:C, von Willebrand factor and complexes thereof from heteroge- 
neous biological fluids. 



75 Background Art 

Factor VllhC procoagulant protein (also known as "Antihemophilic Factor") is a participant in the 
intrinsic pathway of blood coagulation, acting as a cofactor in the activation of factor X. Factor VllhC 
procoagulant protein (factor VllhC) circulates at low concentration (about 200 ng/ml) in the plasma as a non- 
20 covalently linked complex with von Willebrand factor (vWF). 

Several hereditary disorders are associated with these two proteins. In individuals with the hereditary X 
chromosome-linked bleeding disorder, hemophilia A (aiso known as "classic hemophilia"), factor Vi!l:C 
activity is absent. Hemophilia A is the most common hereditary disorder of coagulation, affecting about six 
men in every 100,000 (Bloom, Nature 303:474-475, 1983). Von Willebrand's disease is a hereditary 
25 bleeding disorder which results in extended bleeding time due to reduced levels of active vWF. This 
disorder affects about one person in every 100,000 (L Harke, Hemostatis Manual , 2d ed. ( F. A. Davis Co., 
Philadelphia, Pa., 1974). Currently, individ uals affected by these two bleeding disorders are treated with 
concentrates rich in factor VHI:C and vWF. These protein concentrates, prepared from the pooled blood of a 
large number of donors, are expensive to produce and, though enriched for the specific factors required, 
30 still contain less than 1% factor Vlll:C and are contaminated with other proteins. In addition, there is a risk of 
viral contamination (e.g., hepatitis viruses and HIV-l) in the concentrates due to the use of pooled human 
plasma as the source of these coagulation factors and many hemophiliacs receiving the concentrates have 
been infected. 

Purification of factor VllhC has been complicated by its low abundance in plasma, extreme lability, and 

35 association with von Willebrand factor. Although expression of cloned factor VIH:C in recombinant cells has 
been achieved (Wood et al., Nature 312:330-337, 1984; Toole et ai., Nature 312 :342-347, 1984; Truett et at., 
DNA 4:333-349, 1985), the recombinant proteins have not been extensively purified or characterized. 

A number of purification methods for factor V11I:C have been attempted, although they are characterized 
by somewhat limited efficiency. For instance, Farrugia et al. ( Thromb. Haemost. 51^338-342, 1984) 

40 described a factor VllhC purification method which involved precipitation of factor VllhC from plasma or 
cryoprecipitate with hydrophilic polymers, while Wagner et al. ( Thromb. Diath. Haemorrh. 1^:64, 1964) 
described the purification of factor VllhC from plasma or cryoprecipitate using precipitation with lecithins. In 
addition, Madaras et al. ( Haemost. 7:321-331, 1978) have described the purification of factor V!i!:C from 
plasma or cryoprecipitate using chromatography on ion-exchange columns and gel filtration followed by 

45 heparin-sepharose affinity chromatography. Knutson and Fass ( Blood 59:615-624, 1982) described a 
multistep process for the purification of porcine factor VllhC. In general, these methods produce factor V!H:C 
in low yields and, in many cases, as a complex with vWF. 

The preparation of highly purified bovine factor VIII:C derived from bovine plasma has been described 
by Vehar and Davie ( Biochemistry 19:401-410, 1980) using gel filtration and chromatography on a factor X- 

50 sepharose column as the final step of the purification procedure. Tuddenham et al. (J. Lab. Clin. Med. 
93:40-53, 1979) have described a method for purifying factor VIII:C using immunoaffinity chromatography. 
This method utilizes polyclonal antisera directed against vWF to adsorb the factor Vlll:C-vWF complex from 
plasma. Purified factor VllhC is eluted from the column using a calcium ion gradient. Austen ( British J. 
Haemat. 43:669, 1979) described a method for separating factor VllhC from contaminating plasma proteins 
using aminohexyl sepharose chromatography. These methods do not, however, result in a concentrated 
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product. 

Zimmerman and Fulcher (U.S. Patent No. 4,361,509; 1982) have disclosed a method for preparing a 
concentrated high-purity factor VIII:C using a two-column method. The first column, consisting of mon- 
oclonal antibodies directed against vWF bound to agarose beads, served to purify factor VIII:C from the 

5 starting material. The second column, used for concentration of the purified factor VlllrC, consisted of 
aminohexyl-substituted agarose. 

The major disadvantages posed by the use of immunoaffinity chromatography, as described by 
Tuddenham et ai. (ibid.) and Zimmerman and Fuicher (ibid.), are in the regeneration and reusability of the 
affinity matrix and the contamination of the product with nonhuman antibodies. Immunoaffinity columns, as 

/o described above, bind the vWF portion of the factor VlllrC-vWF complex. Calcium ion treatment of the 
immunoaffinity column releases free factor Vlll:C, but the vWF remains tightly bound to the column. 
However, the factor VlllrC purified by this method is often contaminated with nonhuman antibodies that have 
been leached from the column. Further, the tight bond between antibody and vWF necessitates the use of 
powerful desorption agents to achieve elution of the bound vWF as a prelude to reuse of the column. These 

75 procedures can lead to loss of the biological activity of the vWF and/or loss of the immunological properties 
of the antibody, resulting in a short-lived column. Use of such columns for the commercial preparation of 
factor VlllrC is therefore expensive, while their use for the isolation of biologically active vWF is difficult at 
best. Additionally, the use of strong desorption agents, some of which are toxic to human systems, requires 
their removal from the product before use. 

20 In view of the disadvantages of current methods employed for purifying factor VlllrC and vWF, there is a 
need in the art for an alternative purification method which provides a high yield of pure factor VlllrC, vWF 
and/or the factor VIII:C-vWF complex. The present invention fulfills this need, and further provides other 
related advantages. 

25 

Disclosure of the Invention 

Briefly stated, the present invention discloses methods for purifying factor VIII:C (FVlllrC), von Wil- 
febrand factor (vWF) or complexes thereof from heterogeneous biological fluids. The methods utilize a 
30 binding peptide, specific to either factor VIII:C or vWF, bound to an insoluble matrix. 

In one aspect of the present invention directed toward purifying vWF, the method generally comprises 

(a) exposing the biological fluid to a peptide that specifically binds to vWF comprising at least a portion of 
the amino terminal 340 amino acids of glycoprotein lb, the peptide being bound to an insoluble matrix, such 
that the vWF specifically binds to the peptide; (b) eluting the bound vWF from the peptide; and (c) 

35 collecting the vWF-containing eluate. The method may also include washing nonspecifically bound ele- 
ments from the matrix, as well as concentrating the vWF subsequent to the step of collecting. Within a 
preferred embodiment, the step of eluting com prises exposing the bound vWF to a pH gradient or a high 
salt buffer. Within certain embodiments, the peptide consists of between approximately four and forty amino 
acids and comprises a sequence corresponding to a portion of amino acids 165-260 of glycoprotein lb. The 

40 peptide may also be a peptide such as PEP-12, PEP-13, PEP-14, PEP-15, PEP-16 or PEP-17. 

Within another aspect of the present invention, directed toward purifying factor VIII:C-vWF complexes, 
the method generally comprises (a) exposing the biological fluid to a peptide that specifically binds to von 
Willebrand factor, the peptide being bound to an insoluble matrix such that the factor VIII:C-vWF complex 
specifically binds to the peptide; (b) eluting the bound factor VJN:C-vWF complex from the peptide; and (c) 

45 collecting the factor VlllrC-vWF complex-containing eluate. The method may also include washing non- 
specifically bound elements from the matrix as well as concentrating the collected complex. 

Within a third aspect of the present invention, directed toward purifying factor VlllrC from a heteroge- 
neous biological fluid, the method generally comprises (a) exposing the biological fluid to a peptide that 
specifically binds to von Willebrand factor (vWF), the vWF being comptexed with factor VlllrC, the peptide 

so being bound to an insoluble matrix, such that the factor VIII:C-vWF complex specifically binds to the 
peptide; (b) eluting the factor VlllrC from the complex; and (c) collecting the factor VlllrC-containing eluate. 
Within preferred embodiments, the peptide comprises at least a portion of factor X or factor IX. Within a 
particularly preferred embodiment, the peptide comprises all or a portion of glycoprotein lb. The method 
may also include washing nonspecifically bound elements from the matrix, as well as concentrating the 

55 factor VlllrC subsequent to the step of collecting. 

Another aspect of the present invention, directed toward purifying factor VlllrC, discloses a method 
general ly comprising (a) dissociating the factor VIII:C-vWF complex within a heterogeneous biological fluid: 

(b) exposing the dissociated complex to a peptide that specifically binds to factor VlllrC, the peptide being 
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bound to an insoluble matrix, such that the factor Vlil:C specifically binds to the peptide; (c) eluting the 
bound factor VMI:C from the peptide; and (d) collecting the factor Vlll.C-containing efuate. The method may 
also include a washing step and/or concentrating step as described above. 

Within yet another aspect of the present invention, directed toward purifying factor VIII:C from a 
s heterogeneous biological fluid containing FVIIIiOvWF complexes, the method generally comprises: (a) 
exposing the biological fluid to a peptide that specifically binds to either FVIlkC or vWF, the peptide being 
bound to an insoluble matrix, such that the FV(il:C-vWF complex specifically binds to the peptide; (b) 
eluting the bound complex from the peptide; (c) dissociating the FVIII:OvWF complex; and isolating the 
FVIlkC. 

ro The present invention also discloses peptides suitable for use within the methods described above. 
These and other aspects of the present invention wili become evident upon reference to the following 
detailed description and attached drawing. 

is Brief Description of the Drawing 

The Figure depicts the nucleotide sequence and predicted amino acid sequence for a cDNA encoding 
the a chain of human glycoprotein lb (GPIb). The amino terminus of the mature protein starts with + 1 , 
whereas the negative numbers (-16 through -1) represent the signal peptide, 

20 

Best Mode for Carrying Out the Invention 

Prior to setting forth the invention, it may be helpful to an understanding thereof to define certain terms 
25 to be used hereinafter. 

Heterogeneous Biological Fluid : Any fluid containing cells, portions of cells, or cell products and 
including one or more proteins. Heterogeneous biological fluids include, but are not limited to, blood, 
plasma, serum, cell lysates, cell-conditioned media and fractions thereof. 

As noted above, the present invention provides a method for purifying factor ViikC and/or vWF utilizing 
30 a binding peptide specific to either factor VUI:C or vWF, bound to an insoluble matrix. The use of binding 
peptides to purify factor VHI:C t vWF and complexes thereof has major advantages over current purification 
methods, A binding peptide, as described above, preferably of 40 amino acids or less, may be commer- 
cially synthesized at a fraction of the cost of producing antibodies specific to vWF or factor VII I :C. Further, 
the binding peptides described herein bind vWF or factor Vllk.C in a non-covalent manner such that the 
35 product may be eluted as a complex (vWF-factor VllkC) or as a pure product (factor Vlll:C or vWF alone). 
Elution of the products using high ionic strength buffers will not damage the binding peptide and will result 
in a column that is ready for reuse with a minimum of pretreatment Another major advantage of the 
invention is that the binding peptide is of human origin. In the event that some of the binding peptide 
becomes uncoupled from the matrix and contaminates the product, it will be less immunogenic compared 
40 to heterologous antibodies, and the small size of the peptide will result in its rapid clearance from the 
plasma. As a result, any peptide contaminants present in the final preparation should not interfere with the 
normal function of the product. 

Binding peptides suitable for use in purifying factor VllkC and/or von Willebrand factor may be derived 
from glycoprotein lb, factor IX, factor X, von Willebrand factor and factor VliL These proteins interact with 
45 factor VIII:C or vWF in a specific manner. 

In plasma, vWF and factor VllkC exist as a non-covalently bound complex (for review, see L. W. Hoyer, 
Blood 58:1-13, 1981). The two proteins may be separated by treatment with a high ionic strength buffer, 
such as 0.25 M - 0.5 M CaCl 2 or 1 M NaCl. 

Glycoprotein lb (GP(b) is a platelet receptor which interacts with vWF to facilitate the adhesion of 
so platelets to exposed subendothelial collagen. GPlb is a heterodimer composed of disulfide-linked a- and 
chains, the a-chain being the chain which contains the vWF binding domain (Okumura et al., J. Biol. Chem. 
253:3435-3443, 1978). 

Binding peptides for use in carrying out the present invention may be isolated by one of three general 
methods. The first method involves the synthesis of overlapping peptides of about 10 to 40 amino acids, 
55 preferably about 20 amino acids, in length. Such peptides may be synthesized according to procedures 
which are well known in the art (Merrifiefd, J. Am. Chem. Soc. 85:2149-2154, 1963; Houghten, Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 82:5131-5135, 1985) or the peptides may be manufactured, upon request through such 
commercial suppliers as Applied Biosystems (Foster City, Calif.), or Biosearch (San Rafael, Calif.). The 
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peptides correspond to the amino acid sequence of one of the binding proteins (glycoprotein lb, factor IX, 
factor X or vWF) or a suitable portion of the binding protein. The peptides are then bound to an insoluble 
matrix or support, such as a microtiter plate, and a solution containing factor VllkC, von Willebrand factor, or 
factor Vill:C-vWF complex is added. After an incubation period, unbound protein is removed and labeled 
5 antibodies directed against factor VllkC or vWF are added. After incubation, excess antibodies are removed 
and the amount of bound antibody is measured. The amount of antibody bound is proportional to the ability 
of the peptide to bind the protein of interest. Alternatively, binding may be measured directly using labeled 
factor VIILC or vWF. 

A second method of identifying binding peptides relies on genetic engineering techniques to determine 

/o a suitable binding region of the binding protein involved in the specific interaction. A cDNA sequence 
encoding the binding protein is cloned into a plasmid vector such that expression of the cDNA is under the 
control of a phage T7 promoter. The plasmid is isolated and transcribed in vitro essentially as described by 
Melton et aL ( Nuc. Acids Res. 12:7035-7056, 1984), using T7 polymerase. The resultant RNA is used as a 
template for cDNA cloning by the random priming method (Maniatis et aL, eds. f Molecular Cloning: A 

15 Laboratory Manual , Cold Spring Harbor Laboratory, 1982), and the cDNA thus produced is used to prepare 
a \gt11 expression library (Young and Davis, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:1194, 1983). The library is 
screened by the ligand blotting technique (Sikela and Hahn, Proc. Natt. Acad. Sci. USA 84:3038-3042, 1987) 
using the labeled protein of interest as a probe. Clones which express binding peptides are mapped to 
determine the precise location and sequence of a suitable binding peptide. 

20 A third method of isolating suitable peptides relies on digestion of purified binding proteins by limited 
proteolytic and chemical cleavage. Suitable digestion methods include CNBr cleavage and cleavage with 
proteolytic enzymes, such as trypsin, chymotrypsin, lysine endopeptidase or S. aureus V-8 protease. The 
proteins are isolated from plasma sources (for example, as described by Chopek et ai., Biochemistry 
25:3146-3155, 1986 or Osteoid and Rapaport, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74:5260-5264, 1977) or are 

25 produced in recombinant cells (e.g., Hagen et a!., EP 200,421). DNA sequences encoding factor IX (Kurachi 
and Davie, Proc. NatL Acad. Sci. USA 79:6461-6464, 1982; Anson et al., Nature 315:683-685, 1985), factor 
X (Leytus et ai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81_:3699-3702, 1984; Leytus et al.. Biochemistry 25:5098-5102. 
1986), von Willebrand factor (Sadler et ai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:6394-6398, 1985; Ginsberg et aL. 
Science 228:1401-1406, 1985) and factor Vill (Toole et al., Nature 312:342-347, 1984) have been described. 

30 Binding peptides specific to either vWF or factor VIILC are identified and synthesized as described 
above and are subsequently coupled to one of a variety of commercially available insoluble matrices. 
Exemplary matrices include CNBr-activated sepharose 4B (Pharmacia, Sweden), AH-sepharose 4B 
(Pharmacia), CH-sepharose 4B (Pharmacia), activated CH-sepharose 4B (Pharmacia), Affi-Gel (Bio-Rad, 
Richmond, Calif.) and Reacti-Gel (GF-2000) (Pierce Chemical Company, Rockford, ill.). The coupling 

35 reaction used to bind the peptide to the matrix is one of a variety of procedures known in the literature. 
Coupling reactions may use any of the following peptide functions: the amino function of the peptide or 
ligand (Axen et aL. Nature 214:302, 1967; Bethell et aL, J. BioL Chem. 254:2572-2574, 1979; B. S. Coller, 
Blood 55:169, 1980); the carboxy function of the peptide or ligand (B. T. Kaufman and J. V. Pierce, 
Biochem. Biophys. Res. Commun. 44:608-613, 1971); or thiol groups (L Ruden and H. F. Deutsch, J. Biol. 

40 Chem. 253:519-524, 1978). Spacers between the column matrix and the binding peptide may also be used 
to enhance the efficiency of purification (Pantoliano et al., Biochem. 23:1037-1042, 1984). It may be 
desirable to add a lysine or cysteine residue to the end of the peptide to facilitate coupling to the matrix. As 
noted above, the affinity purification system described herein may be used to purify factor VHI:C or von 
Willebrand factor or complexes thereof from a variety of heterogeneous biological fluids. These include 

45 plasma, piasma-derived concentrates and ceil lysates and media from recombinant cells. Methods for 
producing factor VIILC in recombinant cells are described by Wood et al. (ibid), Toole et al. (ibid) and Truett 
et al. (ibid). Kaufman and Adamson (WO 87/04187) disclose methods of producing factor Vlll:C-type 
proteins using recombinant cells which are cultured in the presence of vWF. 

For purification of factor VIII:C, vWF or factor VIILC-vWF complex, the biological fluid is exposed to the 

so matrix-bound peptide under conditions such that vWF or factor VIII:C-vWF complex binds to the peptide. 
Subsequent to the step of exposing, it is preferred that nonspecifically bound elements be washed from the 
column. The column may be washed with a low ionic strength buffer of approximately neutral pH, preferably 
the same buffer used in loading the column, A particularly preferred buffer is 20 mM imidazole, pH 6.8 
containing 150 mM NaCI. The bound complex or the protein of interest is then eiuted from the column and 

55 collected. For purification of factor VllkC or vWF, elution may be achieved through the use of a pH gradient 
or a high ionic strength buffer, Factor Vlll:C-vWF complex is preferably eiuted through the use of a pH 
gradient. To purify factor VllkC from factor VUI:C-vWF complex, the factor VIILC is either eiuted from the 
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column using a high ionic strength buffer or the complex is eluted and subsequently dissociated in a high 
ionic strength buffer, in a preferred embodiment, the collected protein is concentrated. Preferred methods of 
concentrating include lyophilization and the use of commercially available (e.g. t Amicon) concentration units. 
The following examples are offered by way of illustration, and not by way of limitation. 

5 

EXAMPLES 



ro 

Example 1 



75 

Binding assay for detection and characterization of factor Vlll:C binding peptides 

20 Factor VIII:C binding is directly assayed using a factor V!!l:Oenriched protein concentrate and 
radiolabeled monoclonal antibodies directed against factor VIII:C. A 96-well break-apart microtiter plate 
(Dynatech, Alexandria, Va.) is coated with native protein or peptide. A factor VIII:C-enriched protein 
concentrate is added to the plate and incubated for one hour. Excess factor VIII:C is removed from the 
plates after incubation. Radiolabeled monoclonal antibodies, specifically directed against factor VllkC, are 

25 added to the plate and allowed to incubate for one hour. After incubation, excess label is removed and 
bound antibody is measured. 

Alternatively, direct binding may be assayed using the binding peptide-coated plates. Radiolabeled 
factor Vlll:C may be used as a direct measure of factor VI1I:C binding to the binding peptide. Radiolabeled 
vWF may be readily substituted in this assay to identify binding peptides specific for vWF. 

30 

Example 2 



35 

Identification of the GPlb binding domain for vWF 

40 As noted above, the binding domain for vWF resides in the a-chain of GPlb. The cDNA encoding the a- 
chain of GPlb has been cloned and sequenced and is shown in the Figure. The binding region is 
determined by synthesis of 20-amino-acid-long, overlapping peptides covering the first 340 amino acids of 
the mature a chain of GPlb. 

The vWF-factor VII! binding region of GPlb was identified by screening 22 synthetic peptides derived 

45 from the amino-terminal half of the GPlb molecule for the ability to bind to the vWF-factor VIII complex. The 
synthetic peptides (obtained from Biosearch, Inc., San Rafael, Calif.) were designed as 20-residue frag- 
ments with a 5-residue overlap between pairs. Affinity gels, prepared by linking the amino groups of the 
synthetic peptides to amino hexanoic acid activated Sepharose-4B (CH-activated-Sepharose 4B, obtained 
from Sigma Chemical Co., St Louis, Mo.) were used to screen the peptides for binding. Briefly, the 

so experimental procedure included mixing reconstituted factor VIII concentrate (Alpha Therapeutic Corpora- 
tion, Los Angeles, Calif.) with the gel bound peptides, washing the resulting complex and eluting the factor 
VIII activity. The ability of the immobilized GPIb-derived peptides to bind to factor VIII was evaluated by 
determining the factor VIII activity in the starting material, column wash, and the column elute. 

The peptides (5-10 mg) were dissolved in DMSO (2-3 mis), mixed with an equal volume of coupling 

55 buffer (0.1 M NaHCOa, pH 8.0) and then added to 3-5 mis of swollen, prewashed CH-activated-Sepharose 
4B (the gel was processed as suggested by the manufacturer). The mixture was incubated on a rocker at 
4*C for 20 hours. The coupling reaction was continued for one hour at 22 °C. The gels were then poured 
into columns and washed with coupling buffer followed by DMSO. The initial wash (coupling supernate) was 
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saved for analysis. The gels were blocked with 0.2 M glycine, pH 8.5 and presaturated with 1% BSA in 20 
mM imidazole buffer, pH 6.8, containing 150 mM NaC! (IBS) for 1 hour at 22* C. The peptide-coupled, 
glycine-blocked, BSA-treated columns were washed extensively with IBS and used in binding experiments 
as described below. Control columns were prepared by using the same procedure except that the peptide 

5 was omitted from the protocol. The extent of coupling was calculated after estimating the amount of peptide 
in the starting material, coupling supernate and initial washes using the ninhydrin reagent. Using this 
procedure, 40% to 60% of each peptide was found to be coupled to the affinity chromatography gel. 

Factor VIII concentrate, reconstituted in IBS, was mixed with GPIb-peptide-Sepharose and incubated at 
22 *C for 2 hours on a rocker. At the end of the incubation period the gel suspension was poured into a 

70 column, allowed to settle, and washed with IBS until the absorbance of the effluent as monitored at 280 nm 
reached the baseline. Factor VMl bound to the column was eluted with IBS containing 0.5 M NaCl and 0.2% 
Tween-80. The flow rate of the solvents during wash and elution was maintained at 0.7 ml per minute. 

The factor VIII activity in the starting material, column effluent and eluate was quantitated by the one- 
stage clotting assay in order to evaluate the performance of the column. Pooled normal human plasma was 

75 used as the standard in the clotting assays. Mega-1 factor VIII standard (obtained from Alpha Therapeutic 
Corporation, Los Angeles, Calif.) was used to calibrate the pooled normal plasma. Factor VIII deficient 
plasma and pooled normal plasma were obtained from George King Biomedical, Inc., Overland Park, Kans. 
Clotting assays were done using an MLA-Electra-800 automatic coagulation timer (Medical Laboratory 
Automation, inc., New York). 

20 Data from the binding experiments identified four peptides which were capable of binding to the factor 

VIII in the reconstituted concentrate. These peptides correspond to amino acid segments 165-184, 180-199, 
195-214 and 240-259 of GPIb. Primary sequences of these four peptides are shown in Table 1. 

Table 1 

25 



Amino Acid Sequences of Factor VHI Binding Peptides of GPIb 


Region 


Sequence 


Designation 


165-184 
180-199 
195-214 
240-259 


AGLLNGLENLDTLLLQENSL 
QENSLYTIPKGFFGSHLLPF 
HLLPFAFLHGNPWLCNCEIL 
TSNVASVQCDNSDKFPVYKY 


Pep-12 
Pep-13 
Pep-14 
Pep- 17 



Data from the binding experiments are presented in Table 2. 

Table 2 



40 


Sample 


Factor VIII (units) 






Pep-12 


Pep-13 


Pep-14 


Pep-17 


CH-Sep 


45 


Set A Starting Material 

Effluent 

Eluate 


62 

42.4 (69) 
7.8 (13) 


62 

11.6 (19) 
14 (23) 


62 

22 (36) 
16.8 (27) 


62 

20.2 (33) 
21.6 (35) 


62 

60.8 (98) 
1.6 (2.6) 






Pep-12 


Pep-13 


Pep-14 


Pep-17 


CH-Sep 


50 


Set B Starting Material 

Effluent 

Eluate 


27.4 
24 (88) 
3.2 (11,7) 


27.4 
6.2 (22.6) 
5.0 (18.3) 


27.4 
12.2 (44.5) 
11.2 (40.9) 


27.4 
8.0 (29.2) 
7.4 (27) 


27.4 
28 (102) 
NA 



In set B the gels were precleaned with water and 50% CH 3 CN followed by IBS pH 6.8 prior to the 

experiment. NA: Elution of factor VIII was not attempted. 

The numbers in parentheses represent percent factor VIII in those fractions. 

The data presented in Table 2 indicate that the vWF-factor VIII binding region of GPIb is situated between 
amino acid residues 165 and 260 of the protein. The data also support the concepts that the binding site is 
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made up of amino acids from a linear stretch of residues in the GPIb molecule and peptides derived from 
this region can be used for affinity purification of factor VIII or vWF-factor VIII complexes. Based on these 
results, it is predicted that peptides derived from amino acid residues 2^5 to 239 of GPIb are involved in 
the binding of the vWF-factor VIII complex. The sequences of two overlapping peptides representing this 
region (designated Pep-15 and Pep-16) are shown in Table 3. 

Table 3 



70 



Region 


Sequence 


Designation 


210-229 
225-244 


NCEILYFRRWLQDNAENVYV 
ENVYVWKQGVDVKAMTSNVA 


Pep-15 
Pep-16 



75 
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Example 3 



identification of the binding domain for factor VII l:C on vWF 



25 



30 



35 



The binding domain for factor Vill:C on vWF is determined using limited proteolytic and chemical 
cleavage of vWF. vWF is purified by the method described by Chopek et al. ( Biochem. 25:3146-3155, 
1986). The purified vWF is subjected to degradation using CNBr cleavage (E. Gross and B. Witkop, JL Biol. 
Chem. 237:1856-1860, 1962) to generate vWF peptides. Alternatively, peptides are generated by using, for 
example, trypsin, chymotrypsin, lysine endopeptidase, or Staphylococcus aureus V-8 protease (Chopek et 
al., ibid.). 

The peptide mixture from the chemical or enzymatic digestion of vWF is subjected to chromatography 
on an HPLC/gei-permeation column (GF-250, Oupont). Following this initial purification, the individual peaks 
from the gel-permeation column are subjected to further purification on HPLC columns using water- 
acetonitrite or water-n-propanol gradients containing 0.1% trifluoroacetic acid. 

Alternatively, overlapping peptides may be synthesized on the basis of the amino acid sequence for 
von Willebrand factor (Titani et al., Biochemistry 25:3171-3184, 1986). 

The purified peptides are used in binding assays as described in Example 1 and Example 2. 



40 



Example 4 



45 



identification of binding domains for factor VlH:C on factor X and IX 



Factors X and IXa are purified by the method described by Modi et al. ( Thromb. Res. 36:537-547, 
1984). Purified peptides derived from these purified factors, native as well as reduced alkylated forms, are 
so generated using the chemical and enzymatic procedures described in Examples 2 and 3. 

The peptides are screened using binding assays as described in Example 1 and Example 2. 



55 



Example 5 
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Affinity purification using a binding peptide specific for vWF 

An affinity matrix (e.g., prepared as described in Example 2) is incubated with a sample containing 
5 factor VIII:C. This mixture is incubated overnight at 4* C. The affinity matrix with bound factor V!II:C or vWF- 
factor Vlil:C complex is then packed into a column and- washed with appropriate buffers (i.e., 20 mM 
imidazole-HCI, pH 6.8, 10 mM CaCI 2 or 10% glycerol). Elution of specifically bound factor VilhC is 
accomplished by washing this column with a calcium or sodium ion gradient. The bound factor VIII:C elutes 
at approximately 0.3 M CaCI 2 - Bound factor VIII:C-vWF complex is eluted from the column with a pH 
10 gradient. If desired, the eluted complex may be dissociated by CaCl 2 treatment and the factor VIII:C and/or 
vWF recovered by size fractionation (e.g., gei filtration). 



75 
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Example 6 



Affinity purification using a vWF-derived peptide 



A factor VllkObinding peptide is derived from von Willebrand factor as described in Example 3. The 
peptide, preferably containing a terminal lysine or cysteine residue, is coupled to a solid matrix as 
described in Example 2. 

25 A sample of factor VIII:C-vWF complex is adjusted to 0.3 M to 0.5 M CaCI 2 . The sample is then mixed 
with the prepared affinity matrix and the CaCi 2 concentration of the mixture is reduced to permit binding of 
the factor VIII:C to the matrix. The mixture is then packed into a column and washed with a suitable buffer. 
The bound factor VIII:C is eluted from the washed column with 0.3 M to 0.5 M CaCI 2 . 

From the foregoing it will be appreciated that, although specific embodiments of the invention have 

30 been described herein for purposes of illustration, various modifications may be made without deviating 
from the spirit and scope of the invention. Accordingly, the invention is not limited except as by the 
appended claims. 

The features disclosed in the foregoing description, in the claims and/or in the accompanying drawings 
may, both separately and in any combination thereof, be material for realising the invention in diverse forms 
35 thereof. 



Claims 

40 1. A peptide that specifically binds to von Willebrand factor, comprising at least a portion of the amino 
terminal 340 amino acids of glycoprotein lb. 

2. The peptide of claim 1 wherein said peptide consists of between approximately four amino acids and 
forty amino acids. 

3. The peptide of claim 1 wherein said peptide includes a terminal lysine or cysteine residue. 

45 4. The peptide of claim 1 wherein said peptide consists of between approximately four and forty amino 
acids and comprises a sequence corresponding to a portion of amino acids 165-260 of glycoprotein lb. 

5. The peptide of claim 1 wherein said peptide is selected from the group consisting of PEP-12, PEP- 
13. PEP-14, PEP-15, PEP-16 and PEP-17. 

6. A peptide that specifically binds to factor VHI:C, comprising at least a portion of von Willebrand factor 
so from four to forty amino acids in length. 

7. A peptide that specifically binds to factor VIII.C, comprising at least a portion of factor IX from four to 
forty amino acids in length. 

8. A peptide that specifically binds to factor Vl!l:C, comprising at least a portion of factor X from four to 
forty amino acids in length. 

55 9. The peptide of claim 6-8 wherein said peptide includes a terminal lysine or cysteine residue. 

10. A method for purifying von Willebrand factor (vWF) or a factor VIII:C-von Willebrand factor complex 
from a heterogeneous biological fluid, comprising: 

exposing the biological fluid to a peptide according to any of claims 1-6, said peptide bound to an 
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insoluble matrix such that the vWF or factor Vlll:C-vWF complex specifically binds to said peptide; 
efuting the bound vWF or factor VIlhC-vWF complex from the peptide; and 
collecting the vWF- or factor VIlhC-vWF complex-containing eluate. 

11. The method of claim 10 including, subsequent to the step of exposing, washing non-specifically 
s bound elements from the matrix. 

12. The method of claim 10 including, subsequent to the step of collecting, concentrating the factor 
VlfhC-vWF complex or the vWF. 

13. The method of claim 10 wherein the step of eluting comprises exposing the bound vWF or factor 
Vlli:C-vWF complex to a pH gradient or a high salt buffer. 

10 14. A method for purifying factor VllhC from a heterogenous biological fluid containing factor VIlhC-vWF 

complexes, comprising: 

exposing the biological fluid to a peptide according to any of claims 1-9, said peptide bound to an 
insoluble matrix, such that the factor V!ll:C-vWF complex specifically binds to said peptide; 
eluting the factor VllhC from the complex; and 
rs collecting the factor VIII:C-containing eluate. 

15. The method of claim 14 wherein the step of eluting comprises exposing the bound complex to a 
high ionic strength solution. 

16. A method for purifying factor VllhC from a complex of factor VllhC and vWF, comprising: 
dissociating the factor VIlhC-vWF complex; 

20 exposing the dissociated complex to a peptide that specifically binds to factor VllhC, said peptide 

bound to an insoluble matrix, such that factor VllhC specifically binds to said peptide; 
eluting the bound factor VllhC from the peptide; and 
collecting the factor VllhC-containing eluate. 

17. A method for purifying factor VllhC from a heterogeneous biological fluid containing factor VllhC- 
25 vWF complexes, comprising: 

exposing the biological fluid to a peptide that specifically binds to either factor VllhC or vWF, said 
peptide being bound to an insoluble matrix, such that factor VIlhC-vWF complex specifically binds to the 
peptide; 

eluting the bound complex from the peptide; 
30 dissociating the factor VIlhC-vWF complex; and 

isolating the factor VllhC. 

18. The peptide according to any of claims 1-9, for use as an active therapeutic substance. 



35 
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